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(57) Abstract: The invention concerns compositions and methods for treating or managing pain, for prevention or cure. The inven- 
tion is characterised in particular in that it consists in using ligand compounds of the NPFF receptor for treating pain, and methods 
and compositions therefor. The invention further concerns novel compounds, ligands of the NPFF receptor, exhibiting advantageous 
pharmacological properties for treating pain. The invent is useful for controlling hypersensitivity to pain, chronic or acute, persistent 
or temporary, of surgical, traumatic, or pathological origin. 

(57) Abrege : La presente invention concerne des compositions et methodes pour le traitement ou la prise en charge de la douleur, a 
titre preventif ou curatif. L invention reside notamment dans 1' utilisation de composes ligands du recepteur NPFF pour le traitement 
de la douleur, ainsi que dans des methodes et compositions utilisables a cet effet. L' invention decrit en outre des composes nouveaux, 
ligands du recepteur NPFF, presentant des proprietes pharmacologiques avantageuses pour le traitement de la douleur. L' invention 
est utilisable pour la prise en charge d'hypersensibilites a la douleur, de nature chroniques ou aigues, persistantes ou temporaires, 
d'origine chirurgicale, traumatique, ou pathologique. 
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LIGANDS DIPEPTIDIQUES DU RECEPTEUR NPFF POUR LE TRAITEMENT DE LA DOULEUR ET DES 
HYPERALGIES 

La presente invention concerne des compositions et methodes pour le traitement 
ou la prise en charge de la douleur, a titre preventif ou curatif. L' invention reside 
5 notamment dans Futilisation de composes ligands du recepteur NPFF pour le traitement 
de la douleur, ainsi que dans des methodes et compositions utilisables a cet effet 
L 9 invention decrit en outre des composes nouveaux, ligands du recepteur NPFF, 
presentant des proprietes pharmacologiques avantageuses pour le traitement de la douleur. 
L' invention est utilisable pour la prise en charge d'hypersensibilites a la douleur, de 

10 nature chroniques ou aigues, persistantes ou temporaries, d'origine chirurgicale, 
traumatique, ou pathologique. 

Malgre les progres recents de la neurophysiologie et de la neuropharmacologies le 
traitement de la douleur s'avere souvent insuffisant. Parmi les agents therapeutiques 
utilises pour prendre en charge les douleurs intenses, qu'elles soient aigues ou chroniques, 

15 les analgesiques opiaces, notamment la morphine et les morphinomimetiques (fentanyl, 
sufentanil, etc.) representent la classe pharmacologique la plus utilisee en raison de la 
grande efficacite de ces medicaments. Cependant, cette efficacite est parfois limitee en 
raison d'une « resistance » partielle ou totale de certaines douleurs a leurs effets 
analgesiques. C 9 est le cas de certaines douleurs neurogenes (douleurs liees a des lesions 

20 nerveuses peripheriques ou centrales) ou de douleurs post-operatoires en raison d'une 
sensibilisation persistante a la douleur se traduisant sur le plan clinique par F apparition 
d'hyperalgies, d'allodynies ou de douleurs spontanees pouvant durer ou reapparaitre tres 
longtemps apres Facte chirurgical. D'autre part, Femploi therapeutique de ces substances 
s'accompagne d'effets indesirables, tels que depression respiratoire, ralentissement du 

25 peristaltisme intestinal, etc., et egalement d'un processus de tolerance se traduisant pax 
une diminution de Feffet analgesique. 

II existe done un besoin reel pour des composes et des strategies therapeutiques 
capables de prevenir les processus de sensibilisation a la douleur et de la resistance aux 
analgesiques opiaces. La prevention et le traitement de ces deux processus pourraient etre 

30 d'autant plus importants que F administration d 5 analgesiques induit elle-meme une 
sensibilisation a la douleur de longue duree chez F animal (Celerier et al., 2000). 

Ces elements suggerent done qu 5 a la suite d'un traitement par des analgesiques 
opiaces (de type morphino-mimetiques), tel que Fon peut le rencontrer a Foccasion 
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d'actes chirurgicaux, un patient pourrait etre particulierement sensible a la douleur en 
periode post-chirurgicale, non seulement en raison des agressions tissulaires liees a Pacte 
chirurgical, mais egalement en raison d'une sensibilite exacerbee a la douleur, induite par 
le traitement analgesique. 

5 

La presente invention propose a present de nouvelles approches therapeutiques 
pour le traitement preventif ou curatif de la douleur, en particulier de sensibilites accrues 
a la douleur, notamment de sensibilites consecutives a la prise de composes analgesiques 
tels que les opiaces. 

10 La presente invention repose notamment sur F utilisation de ligands du recepteur 

au neuropeptide FF («NPFF») pour inhiber les phenomenes de sensibilisation a la 
douleur. Les inventeurs ont en effet montre que, de maniere surprenante, de tels composes 
etaient capables d'inhiber efficacement et de maniere durable Papparition d'hyperalgies 
consecutives a la prise d' analgesiques opiaces. Les resultats observes montrent que 

15 differents ligands synthetiques du recepteur NPFF possedent cette propriete, et peuvent 
etre utilises pour la prise en charge des hyperalgies induites par differents analgesiques, 
notamment la morphine ou les morphino-mimetiques. 

Un objet de Pinvention reside done dans Putilisation d'un ligand synthetique du 
20 recepteur NPFF pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a inhiber 
Phyperalgie induite par les composes analgesiques opiaces. 

U invention concerne egalement des compositions, notamment des compositions 
pharmaceutiques ? solutes, produits d'anesthesie, comprenant un compose analgesique 
25 opiace et un ligand synthetique du recepteur NPFF. 

L'invention concerne aussi des methodes de traitement de Phyperalgie 
comprenant P administration a un sujet (notamment humain) de ligands synthetiques du 
recepteur NPFF ? de preference d'antagonistes du recepteur NPFF. L'invention est 
30 particulierement destinee a Pinhibition de Phyperalgie induite par les analgesiques 
opiaces, et comprend avantageusement Padministration de ligands synthetiques du 
recepteur NPFF, de preference d'antagonistes du recepteur NPFF 9 de maniere prealable, 
concomitaxite ou posterieure a la prise de Panalgesique. 
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L'invention concerne egalement de nouveaux ligands synthetiques du recepteur 
NPFF, utilisables dans la mise en oeuvre des methodes, utilisations et compositions selon 
P invention et, plus generalement, dans le traitement ou la prise en charge de la douleur. 
5 Les ligands synthetiques sont plus particulierement des derivies chimiques de la region C- 
terminale du neuropeptide FF. 

L'invention est utilisable pour la prise en charge d'hypersensibilites a la douleur, 
de nature chronique ou aigue, persistante ou temporaire, d'origine chirurgicale, 
traumatique, ou pathologique, chez Petre humain comme chez d'autres especes 
10 mammiferes. 

Comme indique, Pinvention repose, de maniere generate, sur Putilisation de 
ligands du recepteur NPFF pour le traitement des hyperalgies. 

15 Le NPFF semble etre un peptide antiopioi'de (pour revue, voir Simonnet 1 997). Le 

NPFF peut etre considere comme un neurotransmetteur (Devillers et al ; 1995a), capable 
de s'opposer aux- effets analgesiques de la morphine (Yang et al., 1985, Oberling et al., 
1993), et d'etre libere au niveau du systeme nerveux central a la suite de P administration 
de morphine chez le rat (Devillers et al. 1995b). Sur le plan pharmacologique, il a deja ete 

20 rapporte par les inventeurs que certaines molecules de synthese possedant la sequence 
terminale du NPFF etaient capables de potentialiser les effets analgesiques de la morphine 
(Bourguignon et al., 1997). Cependant, aucun resultat anterieur ne decrit d'approche pour 
le traitement des hyper-sensibilisations a la douleur utilisant le recepteur NPFF. 

Les inventeurs ont maintenant demontre que, de maniere inattendue, des 

25 composes ligands des recepteurs du NPFF etaient capables de prevenir Phypersensibilite 
a la douleur de plusieurs jours apparaissant a la suite de Padministration de Fentanyl ou 
d' heroine. II s'agit, a notre connaissance, de la premiere mise en evidence qu'un ligand 
des recepteurs NPFF previent les effets hyperalgiques (de longue duree) induits par 
Padministration d 5 analgesiques opiaces. 

30 Le mecanisme d' action pouvant rendre d'un tel effet pharmacologique d'aussi 

longue duree est encore inconnu dans la mesure ou une seule administration de RF2 ou de 
RF3 (ligands synthetiques du recepteur NPFF), juste avant le Fentanyl ou Pheroine, ne 
permettait pas d'envisager des effets aussi durables. Ce resultat inattendu ne pouvait etre 
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envisage sur la base des donnees deja rapportees (Bourguignon et al., 1997) et ouvre une 
voie d'interet pharmacologique tres particuliere. II est en effet peu probable qu'un 
dipeptide (meme modifie) comme le RF2 ou le RF3, rapidement degradable in vivo 
comme tout peptide, puisse agir pendant plusieurs jours pour s'opposer a Peffet d'une 
5 possible liberation de NPFF (non demontree dans son caractere durable a la suite d'une 
seule administration d'analgesique opiace) a la suite de T administration de Fentanyl ou 
d'heroine. II s'agit done egalement a notre connaissance de la premiere mise en evidence 
qu'un antagoniste des recepteurs d'un peptide antiopioi'de previent a long terme (jours) 
les effets hyperalgiques de longue duree induits par Fadministration d'analgesiques 
10 opiaces. Notre hypothese, qui reste a verifier, est que le systeme NPFF exercerait un role 
permissif sur V expression des systemes facilitateurs de la nociception induite par 
Fadministration d'un analgesique opiace. 

L'invention propose done une nouvelle approche therapeutique pour la prise en 
1 5 charge preventive ou curative des hyperalgies. 

Le terme « hyperalgie » designe au sens de V invention tout etat de sensibilisation 
accrue a la douleur, notamment toute hyper-sensibilisation a la douleur ainsi que la 
perception d'une douleur en reponse a un stimulus per<ju comme non douloxoreux en 
temps normal (allodynie). II peut s'agir d 9 hyperalgies prolongees, breves, importantes ou 
20 moderees. La detection, la mesure et la caracterisation de la presence d'une hyperalgie 
peuvent etre realisees par des tests cliniques classiques (observation, etc.). D'une maniere 
generale, il semble que Fadministration d'analgesiques opiaces a des sujets mammiferes 
s'accompagne toujours d'une hyperalgie, de sorte que l'invention peut etre utilisee 
chaque fois qu'un analgesique opiace est administre a un sujet. 

25 

Au sens de la presente invention, le terme «inhiber» signifie reduire ou 
supprimer, de maniere partielle ou totale, transitoire ou prolongee. La capacite a inhiber 
Fhyperalgie et le degre de cette inhibition peuvent etre determines selon differents tests 
connus de Fhomme du metier. Par ailleurs, le terme inhiber designe aussi bien Pinhibition 
30 de Papparition (par exemple pour un traitement preventif) que Finhibition du 
developpement ou de la duree (pour un traitement curatif) de Fhyperalgie. 
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Preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presente invention des ligands 
synthetiques ayant la capacite d'inhiber de 30% au moins, plus preferentielement de 50% 
au moins, encore plus preferentiellement de 80% au moms, Phyperalgie induite par les 
composes analgesiques opiaces. 
5 Dans un mode particulier, P invention reside dans P utilisation de ligands 

synthetiques du recepteur NPFF pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee a inhiber a long terme (de preference sur 1 jour, plus preferentiellement sur 1 a 3 
jours) Phyperalgie induite par les composes analgesiques opiaces. 

10 Les Ligands Synthetiques 

Le terme ligand synthetique designe au sens de Pinvention tout compose capable 
de Her le recepteur NPFF, different du ligand endogene (c'est-a-dire du NPFF). II s'agit 
done generalement de composes obtenus par synthese, qu'il s'agisse d'une synthese 

15 chimique, biologique, genetique, enzymatique, etc., ou d'une combinaison de ces voies 
d'obtention. Les ligands synthetiques selon Pinvention sont preferentiellement selectifs 
du recepteur NPFF, e'est-a-dire presentent une affinite plus elevee pour le recepteur 
NPFF que pour d'autres recepteurs de neurotransmetteurs. Des ligands encore plus 
preferes sont des antagonistes du NPFF. Cependant, comme il sera demontre dans la suite 

20 du texte, des ligands synthetiques selon Pinvention peuvent presenter une activite vis-a- 
vis de recepteurs differents, notamment une dualite d'action, e'est-a-dire une affinite 
importante pour le recepteur NPFF et egalement pour un (ou plusieurs) autre(s) type(s) de 
recepteur(s). Ainsi, Pinvention decrit des composes ayant une affinite importante pour le 
recepteur NPFF et egalement pour un recepteur opioide (de type mu). Un tel profil 

25 d'action est avantageux dans la mesure ou de tels composes peuvent presenter par eux 
memes un effet analgesique. 

Des ligands particuliers au sens de Pinvention sont des composes de nature 
peptidique, derives de la structure du neuropeptide FF. En paxticulier, des ligands 
30 synthetiques selon Pinvention sont des derives peptidiques comprenant une partie de la 
region C-terminale du neuropeptide FF, de preference les acides amines C-terminaux 
Arg-Phe, sur laquelle differentes modifications structurales peuvent etre introduces. Les 
resultats presentes dans les exemples montrent ainsi que des composes derives du di- 
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peptide Arg-Phe possedent la faculte de lier le recepteux NPFF et d'inhiber Phyperalgie 
induite par les analgesiques. Des exemples specifiques de tels composes sont notamment 
les composes RF2 (Chlorhydrate de N a -Benzoyl L-Arginine-L-Phe-NH2) et RF3. 

5 Par ailleurs, la presente demande decrit egalement la mise au point, la synthese et 

la caracterisation de nouveaux composes, ligands du recepteur NPFF, utilisables pour les 
applications mentionnees ci-avant Ainsi, la presente invention a egalement pour objet des 
composes de formule generate (I) telle que defmie ci-apres. L'invention concerne aussi 
des compositions, notamment pharmaceutiques, comprenant un compose de formule 

10 generate (I) et un vehicule acceptable pharmaceutiquement Les composes peuvent etre 
sous forme de sels, sous forme racemique, ou d'enantiomeres isoles ou melanges. 
L'invention concerne en outre l'utilisation de composes de formule (I) pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de la douleur ou de 
Phyperalgie. L'invention concerne egalement des methodes de traitement de la douleur 

15 ou de Phyperalgie comprenant P administration a un sujet d'un compose de formule 
generate (I). 

Les composes selon Pinvention repondent done preferentiellement a la formule 
generate (I), sous forme L, D ou L/D, 



20 




dans laquelle : 



25 . -L- represente soit (CH 2 ) m? m pouvant representer 2, 3 ou 4 ; soit un groupe de formule 
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dans laquelle n vaut 0 ou 1 ; 

. A est un atome de soufre ou un groupe NRi dans lequel Ri represente un atome 
d'hydrogene, un groupe methyle ou un groupe 



dans lequel n vaut 0 ou 1 et Xi represente un atome d'hydrogene ou d'halogene ou un 
groupement hydroxyle, carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino ; 

. R 2 et R i2? independamment Fun de l'autre, represented un atome d'hydrogene ou un 
1 0 groupement alkyle ou aralkyle, 

. R 3 est (i) soit un groupe -(CH 2 ) P -W dans lequel p vaut 1, 3 ou 6 et W est choisi parmi 
- un atome d'hydrogene, 
un groupe 



O 

dans lequel R 7 est un atome d'hydrogene ou un groupement methyle et Rs est un atome 
20 d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle, 

- un groupe -OH ou -OMe, 

- un groupe 





dans lequel R$ est un groupement alkyle, aryle ou aralkyle, 



un groupe 





H 



25 



dans lequel Y est un atome d'oxygene ou de soufre, ou 

- un groupe phenyle, phenyle substitue ou heteroaryle, 
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(ii) soit un groupe 

o 

en conformation L 5 D ou L/D, dans lequel R9 est un groupe alkyle ou un groupe 



5 




avec n ayant une valeur de 0 ou 1 et X] etant tel que defini ci-avant, et R 10 est un atome 
d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle ; 

(iii) soit un groupe arylcycloalkyle, eventuellement substitue, 

10 

(iv) soit R 2 et R 3 forment ensemble un cycle ayant de 3 a 9 atomes de carbone, sature ou 
insature, eventuellement aromatique, et comportant eventuellement un maillon NRn, Rn 
etant un groupement alkyle, aryle ou aralkyle ; 

15 . R4 represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle ou un groupe 




dans lequel n vaut 0 ou 1 et Xj est tel que defini ci-avant, et 

. R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar ou -S0 2 (CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 
20 2 et Ar comprend un groupement aromatique, substitue ou non, comprenant 
avantageusement de 4 a 15 maillons dont 0 a 4 heteroatomes ou R 5 est un groupe de 
formule -CO-R13 dans laquelle R 33 est un groupe (C r C 6 )alkyle ou (C 3 -C 32 )cycloalkyle, 
eventuellement substitue. 

25 Selon 1'invention, le terme "alkyle" designe un radical hydrocarbone lineaire ou ramifie 
ayant de 1 a 6 atomes de carbone tels que methyle, ethyle, propyle, isopropyle, butyle, 
isobutyle, tert-butyle, pentyle, neopentyle, n-hexyle. Les groupes en C1-C4 sont preferes. 
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Des exemples de cycloalkyle sont notamment cyclopropyle, cyclopentyle, cyclohexyle et 
adamantyle. 

Les groupes "axyle" sont des systemes hydrocarbones aromatiques mono ou bicycliques 
ayant de 6 a 12 atomes de carbone. Les groupes heteroaryles sont des groupes aryles 
5 comportant un ou plusieurs heteroatomes cycliques, de preference 1 a 4 heteroatomes 
cycliques. 

Un groupement aromatique est typiquement un groupe comprenant de 4 a 15 maillons 
dont 0 a 4 heteroatomes, preferentiellement de 4 a 12 maillons dont 0 a 3 heteroatomes. 
Un groupement aromatique peut Stre mono- ou multi-cyclique. En outre, un groupe 
10 aromatique peut comprendre un ou plusieurs cycles aromatiques condenses a un cycle 
non-aromatique. 

Le terme « aralkyle » (ou « arylalkyle ») designe un groupe aryle tel que defini ci-dessus 
relie au noyau de la molecule par un groupe alkyle tel que defini ci-dessus. 
Le terme « arylcycloalkyle » designe un groupe aryle tel que defini ci-dessus relie a la 
15 molecule par un groupe cycloalkyle tel que defini ci-dessus, en particulier sous forme 
condensee, tel que par exemple le groupe tetraline. 

Le terme « acyle » designe un groupe alkyle, aryle ou heteroaryle tels que definis ci- 
dessus, relie au noyau de la molecule par un groupe -CO-. 

Les groupes alkoxy correspondent aux groupes alkyle definis ci-dessus relies au noyau 
20 par l'intermediaire d'une liaison -O- (ether). 

Par "halogene", on entend un atome de fluor, de chlore, de brome ou d'iode. 
Par « heteroatome » on entend un atome choisi parmi O, N et S. 

Par ailleurs, les groupes ci-dessus peuvent porter un ou des substituants choisis par 
25 exemple parmi halogene, nitro, cyano, carboxy, (Ci-C 6 )-alkoxycarbonyle, mono- ou di- 
(Ci-C6)-alkylaminocarbonyle ? aminocarbonyle, mono- ou di-(C 6 -Ci 2 )-aryl- ou hetero-(C 6 - 
Ci 2 )-arylaminocarbonyle, mono- ou di-(C 6 -C 12 )-aryl- ou hetero-(C 6 -Ci 2 )-aryl-(Ci-C6)- 
alkylaminocarbonyle, hydroxy, (C r C 6 )-alkoxy, (C r C 6 )-alkyle, amino eventuellement 
substitue par un ou plusieurs groupements choisis parmi (Ci-C 6 )-alkyle, (Q-Ce)- 
30 alkylcarbonyle, (C 3 -C 8 )-cycloalkyle, (C 6 -C 12 )-aryle, hetero-(C 6 -C 12 )-aryle ? (C 6 -C n )-aryl- 
(Ci-C 6 )-alkyle 5 hetero-(C 6 -Ci 2 )-aryl-(Ci-C 6 )-alkyle 5 (C r C 7 )-alcanoyle, cyclo-(C 3 -C 8 )- 
alcanoyle, (C 6 -Ci 2 >aroyle, ou (C6-Ci2)"aryl-(Ci-C 7 )"alcanoyle. 
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Des composes particuliers au sens de Finvention sont ceux de formule (I) dans 
lesquels Ar represente un groupe aromatique choisi parmi les groupements cycliques a 1> 
2 ou 3 noyaux cycliques condenses suivants : 



5 




dans lesquels Z est un groupe CX 5 ou un atome d'azote, etant entendu que pour un meme 
10 cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX 5 , n vaut 0, 1 ou 2, X h X 2 , X 3 , X 4 et X 5s identiques ou 
differents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 

15 De maniere preferee, dans les composes de Finvention R4 est un atome 

d'hydrogene et R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2, de 
preference 0 ou 1, et Ar comprend un groupement aromatique, substitue ou non, 
comprenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes. Encore plus preferentiellement, 
R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2 et Ar represente 

20 un groupement aromatique choisi parmi 
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dans lesquels Z est un groupe CX5 ou un atome d' azote, etant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX 5 , n vaut 0, 1 ou 2, Xi, X 2 , X 3 et X 5 , identiques ou 
differents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 

Des exemples specifiques et preferes de mise en oeuvre sont les composes dans lesquels 
R 5 est un groupe benzoyle substitue, ou un groupe indol-2-carbonyle, eventuellement 
substitue. Des composes preferes sont done ceux de formule (I) dans laquelle R 5 est un 
groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2 5 de preference 0, et Ar 
represente un groupement aromatique : 



dans lequel Xi, X 2 , X3 ? Y et Z sont tels que definis ci-avant. 

D'autre part, dans la formule generale (I), on prefere les composes dans lesquels 
R3 est un groupe 





O 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel 



. R9 est un groupe 




dans lequel n est 1 et Xj est tel que defini precedemment, et 
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. Rio est un atome d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle, de preference un atome 
d'hydrogene. 

Des composes preferes de formule generate (I) ci-dessus sont egalement des 
composes dans lesquels : 

- R.2 est un atome d'hydrogene, et/ou 

- R12 est un atome d'hydrogene, et/ou 

- L est -(CH 2 ) 3 - ? et/ou 

- A est le groupe NH. 

Une famille preferee de composes est representee par les composes de formule (I) 
dans laquelle 

. R4 est un atome d'hydrogene, 

. R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0 5 1 ou 2 et Ar represente 
un groupement aromatique choisi parmi 



dans lesquels Z est un groupe CX 5 ou un atome d'azote, etant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX 5 , n vaut 0, 1 ou 2, X u X 2 , X 3 et X 5? identiques ou 
differents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 
. R 2 est un atome d'hydrogene, 
. Ri2 est un atome d'hydrogene, 
. R3 est un groupe 





O 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel R9 est un groupe 
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-(CH 2 )n 




dans lequel n est 1 et Xj est tel que defini dans la revendication 1, et R i0 est un atome 
d'hydrogene 
. L est -(CH 2 ) 3 ~, et 
5 . A est le groupe NH. 

Les composes selon Pinvention sont particulierement avantageux dans la mesure ou ils 
possedent une affinite significative pour le recepteur NPFF, et sont capables de moduler 
la reponse a la douleur. De maniere inattendue, les composes de Pinvention possedent 

10 egalement une affinite pour d'autres recepteurs, notamment le recepteur opoii'de Mu. 
Ainsi, les exemples presentes montrent notamment que, de maniere inattendue, la 
presence d'un groupe indole en position R5 permet d'augmenter d'un facteur 10 P affinite 
des composes pour le recepteur Mu. Les composes de Pinvention possedent en outre des 
proprietes pharmacologiques ameliorees. Ainsi 5 la presence du group Rl ou d'un atome 

15 de soufre permet d'abaisser la basicite du groupe guanidine et ainsi d'ameliorer la 
penetration des composes et leur biodisponibilite. Les proprietes biologiques, physiques 
et pharmacologiques des composes conferent a ces molecules des avantages importants et 
des applications nouvelles, comme decrit dans la presente demande. 

20 Des composes preferes au sens de Pinvention sont decrits dans les exemples, 

notamment les composes 4 ? 7, 13, 18, 24-45. 



25 



Des composes particulierement preferes sont les composes suivants : 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-Atc-NH 2 

Acetate de N a -Adamantan- 1 -yl-L-Arg-L-Phe-NHb 



Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L-Arg-L-Phe-NH 2 



30 



Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg~L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)~L-Arg-D-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D -Phe-NH 2 
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Chlorhydrate de N a -(3 3 4-dichloro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(2-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D 5 L-Phe-NH 2 
Trifluoroacetate de N a -(4-acetylaminobutanoyl)-L-Arginine-N-phenethylamide 
Trifluoroacetate de N-(3~bromo-benzoyl)-L-arginine-N-phenethylamide 
5 Trifluoroacetate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Trifluoroacetate de N a diphenylacetyl N y benzyl (D,L)-Arginine-N-benzylamide 

Les composes de formule (I) peuvent Stre prepares selon les techniques connues 
de Thomme du metier. La presente invention decrit a cet egard differentes voies de 
10 synthese, qui sont illustrees sur les figures 4-8 et peuvent etre mises en oeuvre par 
Thomme du metier, comme indique dans les exemples. Les composes de depart peuvent 
etre obtenus dans le commerce ou synthetises selon des procedes habituels. II est entendu 
que la presente demande n'est pas limitee a une voie de synthese particuliere, et s'etend a 
d'autres procedes permettant la production des composes indiques. 

15 

Les composes analgesiques 

Les composes analgesiques utilises dans le cadre de la presente invention sont 
generalement des composes opiaces, c'est-a-dire des composes agissant sur les recepteurs 

20 opoides. II s'agit, de maniere preferee, de composes morphiniques, notamment de la 
morphine ou de morphino-mimetiques, c'est-a-dire de composes derives de la morphine 
et/ou agissant sur un ou des recepteurs de la morphine et/ou recrutant une ou des voies 
metaboliques communes avec la morphine. A titre d' exemples particuliers 5 on peut citer 
notamment les composes suivants : morphine, fentanyl, sufentanil, alfentanyl, heroine, 

25 hydromorphone, levorphanol, methadone, buprenorphine, butorphanol, meperidine, etc. 

L'invention est tout particulierement adaptee pour inhiber Thyperalgie induite par 
la morphine, le fentanyl ou l'heroine. 

30 Les ligands ou compositions selon Pinvention peuvent etre administres de 

differentes manieres et sous differentes formes. Ainsi, ils peuvent etre injectes par voie 
systemique ou orale, de preference systemique, comme par exemple par voie 



WO 02/24192 



PCT/FR01/02973 



15 

intraveineuse, intra-musculaire, sous-cutanee, trans-dermique, intra-arterielle, etc, les 
voies intraveineuse, intra-musculaire et sous-cutanee etant preferees. Pour les injections, 
les composes sont generalement conditionnes sous forme de suspensions liquides, qui 
peuvent etre injectees au moyen de seringues ou de perfusions, par exemple. A cet egard, 
5 les composes sont generalement dissous dans des solutions salines, physiologiques, 
isotoniques, tamponnees, etc., compatibles avec un usage pharmaceutique et connues de 
Thomme du metier. Ainsi, les compositions peuvent contenir un ou plusieurs agents ou 
vehicules choisis parmi les dispersants, solubilisants, stabilisants, conservateurs, etc. Des 
agents ou vehicules utilisables dans des formulations liquides et/ou injectables sont 

10 notamment la methylcellulose, Phydroxymethylcellulose, la carboxymethylcellulose, le 
polysorbate 80, le mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles vegetales, Pacacia, etc. 

Selon une variante particuliere, le ligand selon Finvention est administre par la 
meme voie que le compose analgesique, par exemple sous forme de perfusion. 

Les composes peuvent egalement etre administres sous forme de gels, huiles, 

15 comprimes, suppositoires, poudres, gelules, capsules, etc., eventuellement au moyen de 
formes galeniques ou de dispositifs assurant une liberation prolongee et/ou retardee. Pour 
ce type de formulation, on utilise avantageusement un agent tel que la cellulose, des 
carbonates ou des amidons. 

20 II est entendu que le debit et/ou la dose injectee peuvent etre adaptes par Thomme 

du metier en fonction du patient, de la douleur observee, de Tanalgesique concerne, du 
mode d' administration, etc. Typiquement, les composes sont administres a des doses 
pouvant varier entre 0.1 jug et 10 mg \xg/kg de poids corporel, plus generalement de 1 a 
1000 )ig/kg. En outre, des injections repetees peuvent etre realisees, le cas echeant. Les 

25 resultats presentes dans les exemples indiquent neanmoins que des injections repetees ne 
sont pas necessaires dans de nombreux cas pour obtenir une inhibition importante de 
Phyperalgie. 

D 5 autre part, pour des traitements chroniques, des systemes retard ou prolonges 
30 peuvent etre avantageux, assurant aux sujet une prise en charge efficace et durable de la 
douleur. 
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La presente invention peut etre utilisee pour la prise en charge preventive ou 
curative des hyperalgies dans de multiples situations, telles que survenant ou associees a 
des traitements aigus, chroniques, d'origine chirurgicale, traumatique ou pathologique. 
Elle est applicable a tout mammifere, notamment Fetre humain, mais egalement aux 
5 animaux, notamment domestiques ou d'elevages, en particulier les chevaux, chiens, etc. 

Elle est particulierement adaptee a la prevention ou au traitement des processus de 
sensibilisation induits par P administration ponctuelle d' analgesiques opiaces, comme les 
morphinomimetiques puissants (par exemple la morphine ou le Fentanyl ou leurs 
derives), realisee a Poccasion d'actes chirurgicaux ou de traumatisme. 

10 Elle est egalement utilisable pour la prevention ou le traitement de douleurs 

chroniques chez des patients atteints de pathologies telles que le cancer, les brulures, etc., 
pour lesquels des analgesiques (tels la morphine) peuvent etre administres de fa?on 
durable, eventuellement sous forme retard. 

Les ligands des recepteurs du NPFF peuvent egalement etre utilises pour prevenir 

15 ou reduire, de fa(?on tres significative, les processus de tolerance permettant ainsi de 
reduire les doses quotidiennes de morphine ameliorant par la meme le tableau clinique 
des patients (effets secondaires des morphinomimetiques tels, par exemple, que les 
troubles intestinaux). 

Les composes selon Pinvention presentent en outre Pavantage d'une meilleure 

20 « maniabilite » sur le plan therapeutique (moins d' effets secondaires) que les antagonistes 
des recepteurs NMDA, capables egalement de prevenir Phyperalgie induite par les 
analgesiques opiaces, dans la mesure ou leurs cibles dans le systeme nerveux central sont 
beaucoup plus limitees que celle des recepteurs NMDA (voir cartographie des recepteurs 
NPFF dans Allard et al.,1992). 

25 Les composes de formule (I) selon Pinvention peuvent egalement etre utilises 

pour le traitement ou la prise en charge, preventive ou curative, de la douleur. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

30 

Legende des Figures 
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Figure 1 : Evolution de la valeur du seuil nociceptif evaluee par le test de Randall- 
Sellitto (evocation du cri de Panimal en reponse a un stimulus nociceptif mecanique, le 
pression exercee sur une parte, exprime en grammes chez des rats recevant du serum 
physiologique (groupe NaCl) ou RF 2 . Chaque groupe experimental est forme de 10 
5 animaux. Les valeurs du seuil nociceptif sont representees en moyenne +ASEM. 
L'analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs n'indique ni effet temps, ni effet groupe. 

Figure 2 : L' administration de RF 2 (5mg/kg) potentialise Peffet analgesique du 
Fentanyl et previent Phyperalgie de longue duree induite par 1 'administration de Fentanyl. 

Figure 3 : L'administration de RF 3 (5mg/kg) potentialise Peffet analgesique du 
10 Fentanyl et previent Phyperalgie de longue duree induite par P administration de Fentanyl. 

Figure 4 : Voie de synthese (1) des ligands synthetiques au depart de N a -^rr- 
Butyloxycarbonyl-N^-Nitro-L-Arginine 1 . 

Figure 5 : Voie de synthese (2) des ligands synthetiques au depart de N a -tert 
butyloxycarbonyl- L- Arginine 5. 
15 Figure 6 : Voie de synthese (3) des ligands synthetiques au depart de N a,(0 -bis- 

Benzyloxycarbonyl-L-Omithine 8. 

Figure 7 : Voie de synthese (4) des ligands synthetiques au depart du N a -rert- 
Butyloxycarbonyl-N a -Methyl-N COiC09 -bis-Benzyloxycarbonyl-- L-Arginine 15 (Xue et al 5 
Tetrahedron Letters 1995,1,55-58). 
20 Figure 8 : Voie de synthese (5) des ligands synthetiques au depart de N a -^rr- 

Butoxy-3 -Nitro-L-Phenylglycine 19 (Lee et al, Bioorg ; Med. Chem. ; EN ; 
7;6;1999 ;1097-1104). 

Figure 9 : Voie de synthese (6) des ligands synthetiques. 

Figure 10 : Voie de synthese (7) des ligands synthetiques. 
25 Figure 1 1 : Effets de longue duree du RF 2 sur la potentialisation par le fentanyl de 

l'hyperalgesie induite par une douleur de type inflammatoire 

A - PROPRIETES ANTI-HYPERALGIQUES IN VIVO DE LIGANDS DU 
30 RECEPTEUR NPFF 
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Materiels et Methodes 

1. Produits utilises 

Le Fentanyl et la Naloxone proviennent de Sigma-Aldrich (Saint Quentin 
5 Fallavier, France). Les composes RF2 et RF3 sont des analogues dipeptidiques de 
l'extremite carboxylique (Arg-Phe-NH2) du NPFF sur laquelle a ete greffe un 
groupement phenyl. Tous ces molecules ont ete dissoutes dans une solution saline 
physiologique (0,9%) et administrees par voie sous-cutanee (100 pl/100 g de poids 
corporel). Les sujets controle ont re<?u un volume egal de solution saline. 

10 

2. Animaux 

Toutes les experiences ont ete realisees sur des rats males Sprague-Dawley de 
300 a 350 grammes (Iffa Credo, France). Les rats sont groupes a raison de 5 par cage; 
Teau et la nourriture leur sont fournis a volonte. Tous les animaux sont eleves dans des 

15 conditions identiques de temperature (23 ± 1°C) dans une animalerie presentant 
alternativement des periodes d'eclairement (7h a 19h) et d'obscurite (19h a 7h). Chaque 
experience comporte deux lots de 10 rats dont Tentretien quotidien est assure par 
Texperimentateur afin d'eviter au maximum toute perturbation des animaux. Les tests 
pharmacologiques et les soins apportes aux animaux ont suivi les regies d'ethique 

20 etablies par le Comite de F Association internationale de lutte contre la douleur (LAPS, 
1993). 

3. Mesure experimental effeetuee : Mesure du seuil nociceptif 

Le seuil nociceptif a ete determine par le poids minimum supporte par la patte 
25 posterieure gauche de 1'animal jusqu ! a remission d ! un cri, selon la methode de Randall- 
Selitto modifiee (Kayser et Guibaud, 1990). L'appareil de Randall-Selitto permet 
d'exercer une pression croissante et reguliere sur la patte de 1'animal; la valeur de 
Tintensite de pression (exprimee en grammes) exercee sur la patte est lue a remission 
du cri sur une echelle graduee le long de laquelle un index se deplace. Afin d'eviter 
30 toute lesion des tissus de la patte, la pression maximale (cut-off) est fixee a 600g. Nous 
avons retenu ce test pour notre experimentation car il fait intervenir un stimulus de 
nature mecanique, a reponse integree supra-spinale (cri), alors que le test de retrait de 
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la queue (impliquant un stimulus de nature thermique) fait intervenir une reponse a 
composante purement reflexe. 

4. Protocole experimental 

5 4.a. Familiarisation des animaux avec rexperimentation 

Les experiences doivent etre realisees sur des animaux non stresses, afin 
d'eviter toute liberation de peptides opioi'des endogenes susceptibles de modifier leur 
seuil nociceptif de base. Pour cette raison les animaux doivent etre familiarises avec : 

- leur nouvel environnement: des leur arrivee a l'animalerie, les rats sont places en 
10 cages collectives (5 par cage) et laisses au repos pendant 2 jours. 

- l'experimentateur: il les manipule une heure par jour pendant les deux semaines 
suivantes (de 13h a 14h). 

- les conditions experimentales: les animaux sont peses quotidiennement. Au moins 
une heure avant le debut des manipulations, les animaux sont transferes de Tanimalerie 

15 a la salle d'experimentation (12h) puis sont mis en presence de l'appareil de Randall- 
Selitto sans subir de stimulus nociceptif. 

4.b. Experimentation 

A la suite de cette periode d'habituation, les animaux sont soumis au protocole 
20 experimental. Deux jours avant rexperimentation proprement dite (J-2 et J-i) et le jour 
meme (Jo) deux mesures quotidiennes sont realisees a 30 minutes d'intervalle, afin de 
verifier la stabilite du seuil nociceptif des animaux. 

Pour chaque experience, 20 animaux sont apparies au hasard en deux groupes 
de 10 rats et une mesure du seuil nociceptif de base est effectuee pour tous les rats. Le 
25 premier groupe re<?oit une injection sous-cutanee de RF2 ou RF3 (2.5; 5 ou lOmg/kg) 
et le deuxieme groupe (animaux temoins) re9oit une injection sous-cutanee de serum 
physiologique. Les experiences sont realisees en aveugle (l'experimentateur ne sait pas 
quelles sont les seringues contenant le RF2/RF3 ou le serum physiologique). Trente 
minutes apres ce pre-traitement (temps To), tous les animaux re9oivent : 
30 - soit 4 injections de Fentanyl (60 \ig/kg, s.c.) au rythme d'une injection toutes 

les 1 5 minutes, 
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- soit 4 injections de serum physiologique au meme rythme d'une injection 
toutes les 15 minutes (controle). 



Le seuil nociceptif est mesure alors toutes les trente minutes jusqu'au retour a la 
5 valeur basale. 

Les cinq jours suivant (J1-J5) cette experience, le seuil nociceptif des animaux 
est evalue quotidiennement par deux mesures separees par un intervalle de temps de 
trente minutes. Si le seuil nociceptif est retourne a sa valeur de base a J 5? une injection 
de naloxone (lmg/kg, s.c.) est pratiquee afin d'evaluer le niveau de fonctionnement 
10 des systemes opioides endogenes qui pourrait masquer, par contre reaction, une 
eventuelle prolongation d'activite des systemes facilitateurs de la nociception, dont 
parmi eux les systemes antiopioides qu'il soient NPFFergiques ou autres (CCK, 
Nociceptine....). 



15 5. Analyse statistique 

Les resultats, exprimes en valeur moyenne (± erreur standard) sont compares a 
Taide d'une analyse de variance (ANOVA) a un ou deux facteurs (influence du temps 
et/ou du traitement sur revolution du seuil nociceptif). Dans chaque experience et pour 
les deux groupes de rats, la stabilite du seuil nociceptif basal a J-2, J-L Jo a ete 

20 determinee par une ANOVA a un facteur dans chaque lot et a deux facteurs entre les 
deux lots (temps et/ou traitement) . 

Lorsque Y ANOVA detecte des differences intra-lot et/ou inter-lot, un test 
statistique post-hoc est pratique. Le test de Dunnett est utilise pour preciser les 
differences dans revolution des seuils nociceptifs des animaux. Les amplitudes de 

25 l'analgesie induite par le Fentanyl, seul ou combine a un pretraitement par RF2 ou RF3 
ont ete caracterisees par la determination des aires sous la courbe et ont ete comparees 
statistiquement a Taide du test n t " de Student. Une difference est consideree comme 
etant significative pour une probabilite P < 0.05. 



30 



6. Validation de la procedure experimentaie 

Pour chacune des experiences realisees, TANOVA effectuee sur les valeurs 
obtenues avant toute administration de substances pharmacologiques (controle) n ! a 
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jamais revele de differences significatives du seuil nociceptif entre les 2 groupes 
d'animaux (pas d'effet groupe), ni de variations significatives du seuil nociceptif des 
animaux au cours du temps (pas d'effet temps), ni de leur interaction (ANOVA 2 
facteurs, P > 0.05), pour chacun des jours precedant Pexperimentation. Ceci suggere 
5 que le seuil nociceptif des animaux est identique pour les deux groupes d'animaux et 
qu'il est stable au cours du temps. Ces resultats suggerent que ces conditions 
experimentales sont adequates pour permettre d'etudier avec rigueur Pinfluence de 
diverses drogues sur la valeur du seuil nociceptif. 

Pour ces memes experiences, la valeur de la premiere mesure du seuil 
10 nociceptif (choisie comme etant la valeur de reference, voir Figures) evaluee le jour de 
Texperimentation, avant Tadministration de drogue, chez les rats temoins n'est pas 
significativement differente de celle du second groupe d'animaux (test de Student, 
P > 0.05). II est done possible de comparer le seuil nociceptif entre les deux groupes 
d'animaux apres Tadministration de drogue pour chaque experience. 

15 

Exemple 1 : Le ligand synthetique du recepteur NPFF, RF2, inhibe 
Phyperalgie induite par le FentanyL 



Get exemple illustre la capacite de ligands synthetiques du recepteur NPFF 
20 d'inhiber Fhyperalgie induite par des analgesiques opiaces. 

Les experiences ont ete realisees dans les conditions decrites dans les materiels 
et methodes. Les resultats obtenus sont presentes sur les Figures 1 et 2. Les resultats 
obtenus montrent (1.) que le ligand synthetique RF2 ne provoque a lui seul pas 
d'analgesie et (2.) que le ligand synthetique RF2 a une dose de 2,5 mg/kg ne 
25 potentialise pas Peffet analgesique du fentanyl, et que Padministration de RF? 
(5mg/kg) potentialise Peffet analgesique du Fentanyl et previent Phyperalgie de longue 
duree induite par Padministration de Fentanyl. 



30 



1. Les resultats presentes sur la Figure 1 montrent que Padministration de RF 2 aux 
doses de 2.5, 5 ou 10 mg /kg, s.c, ne provoque a elle seule_aucun changement de la valeur 
du seuil nociceptif (voir Figure 1, pour la dose de 5mg/kg). 
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2. Les resultats presentes sur la Figure 2 montrent que V administration de RF 2 a la 
dose de 2.5 mg/kg (s.c.) ne.modifie ni l'amplitude, ni la duree de l'effet analgesique du 
Fentanyl (4 x 60|uk/kg). En revanche, V administration de RF 2 a une dose de 5mg/kg (voir 
Figure 2) ou de 10 mg/kg potentialise Peffet analgesique du Fentanyl et previent 
5 Thyperalgie de longue duree induite par 1* administration de Fentanyl. 

Plus particulierement, la Figure 2 montre revolution de la valeur du seuil 
nociceptif evaluee par le test de Randall-Sellitto (evocation du cri de l'animal en reponse 
a un stimulus nociceptif mecanique, i.e pression exercee sur une patte, exprime en 

10 grammes) chez des rats traites par du Fentanyl (4 injections de fentanyl a 15 minutes 
d'intervalle ; 60 jig/kg par injection, s.c). Les mesures sont effectuees toutes les 30 
minutes le jour d' administration des drogues puis quotidiennement les jours suivants. 
Chaque groupe experimental est forme de 10 animaux. Les 2 groupes de rats ont ete 
traites, 30 minutes avant 1' injection de fentanyl, soit par du serum physiologique (groupe 

15 NaCl), soit par du RF 2 (5 mg/kg, s.c.) dans le groupe RF 2 . Les valeurs du seuil nociceptif 
sont representees en moyenne +/-SEM. Au jour 5 (J 5 ), une injection de naloxone est 
pratiquee (1 mg/kg, s.c.) et le seuil nociceptif mesure 5 minutes apres cette injection de 
Pantagoniste opiace, puis toutes les 30 minutes jusqu'au retour a la valeur de base du 
seuil nociceptif. 

20 L 5 analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs montre un effet temps et un effet 

groupe. L'analyse post-hoc (test de Dunnet) indique une difference significative entre les 
2 groupes (p<0.05) pour les mesures effectuees jusqu'a 5 heures apres la premiere 
administration de Fentanyl. Au cours des jours suivant celui de P administration de 
Fentanyl, V ANOVA a 2 facteurs montre un effet temps et un effet groupe chez les rats du 

25 groupe NaCl. L' analyse post-hoc (test de Dunnett) indique une difference significative 
entre les 2 groupes (p<0.05) pendant 3 jours ainsi que suivant V administration de 
naloxone a J5. Durant les jours suivant celui de radministration de Fentanyl, les animaux 
pre-traites par RF 2 ne montrent aucune modification de la valeur de leur seuil nociceptif 
en reference a la valeur de base de leur seuil nociceptif (test de Student). 

30 

Exemple 2 : Le ligand synthetique du recepteur NPFF, RF3, inhibe 
l'hyperalgie induite par le Fentanyl. 
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Cet exemple illustre la capacite de ligands synthetiques du recepteur NPFF 
d'inhiber Fhyperalgie induite par des analgesiques opiaces. 

Les experiences ont ete realisees dans les conditions decrites dans les materiels et 
methodes. Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 3. Les resultats presentes 
5 montrent que F administration de RF3 a une dose de 5mg/kg ou de 10 tng/kg potentialise 
Feffet analgesique du Fentanyl et previent Fhyperalgie de longue duree induite par 
F administration de Fentanyl. 

En particulier, la Figure 3 represente F evolution de la valeur du seuil nociceptif 
evaluee par le test de Randall-Sellitto (evocation du cri de Fanimal en reponse a un 

10 stimulus nociceptif mecanique, z.e.pression exercee sur une parte, exprime en grammes) 
chez des rats traites par du Fentanyl (4 injections de fentanyl a 15 minutes d'intervalle ; 
60 jug/kg par injection, s.c.). Les mesures sont effectuees toutes les 30 minutes le jour 
d' administration des drogues puis quotidiennement les jours suivants. Chaque groupe 
experimental est forme de 10 animaux. Les 2 groupes de rats ont ete traites, 30 minutes 

15 avant F injection de fentanyl, soit par du serum physiologique (groupe NaCl), soit par du 
RF3 (5mg/kg, s.c.) dans le groupe RF3 . Les valeurs du seuil nociceptif sont representees 
en moyenne 4-/-SEM. Au jour 5 (J5), une injection de naloxone est pratiquee (lmg/kg, 
s.c.) et le seuil nociceptif mesure 5 minutes apres cette injection de Fantagoniste opiace, 
puis toutes les 30 minutes jusqu'au retour a la valeur de base du seuil nociceptif. 

20 L'analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs montre un effet temps et un effet 

groupe. L 5 analyse post-hoc (test de Dunnet) indique une difference significative entre les 
2 groupes (p<0.05) pour les mesures effectuees jusqu'a 4 heures apres la premiere 
administration de Fentanyl. Au cours des jours suivant celui de F administration de 
Fentanyl, FANOVA a 2 facteurs montre un effet temps et un effet groupe. L'analyse 

25 post-hoc (test de Dunnett) indique une difference significative entre les 2 groupes 
(p<0.05) le jour suivant celui de F administration de Fentanyl ainsi que suivant 
Fadministration de naloxone a J5 chez les animaux du groupe NaCl. Durant ces jours 
suivant celui de Fadministration de Fentanyl, les animaux pre-traites par RF 2 ne montrent 
aucune modification de la valeur de leur seuil nociceptif en reference a la valeur de base 

30 de leur seuil nociceptif (test de Student). 



B - SYNTHESE DE LIGANDS SYNTHETIQUES DU RECEPTEUR NPFF 
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Exemple 3 : Preparation du diacetate de N a -Phenylacetyl-L-Arginine-L- 
Phenylalaninamide (4) au depart de N^tert-Butyloxycarbonyl-N^-Nitro-L-Arginine 
l(Methode 1) 

5 3.1 . Preparation du N a -^er^Bu1yloxycarbonyl-N G -Nitro-L-Arginine-L-Phenylalanine- 
amide 2 

Dissoudre 0,87 g (2,75 mmoles) de N^tert-Butyloxycarbonyl-N^-Nitro-L-Arginine 1 
dans 60 ml de tetrahydrofurane anhydre et refroidir a -40°C, dans un bain 

10 d'acetone/carboglace, le milieu reactionnel sous argon. Rajouter 0,38 ml (2,75 mmoles) 
de triethylamine puis goutte a goutte 0,36 ml (2,75 mmoles) de chloroformate d'isobutyle. 
Laisser sous agitation pendant 2 minutes (formation d'un precipite blanc) puis rajouter 
rapidement 500 mg (2,5 mmoles) de chlorhydrate de phenylalaninamide et 0,38 ml (2,75 
mmoles) de triethylamine. Laisser le milieu revenir a temperature ambiante et maintenir 

15 sous agitation pendant 4 heures. 

Evaporer & sec et reprendre dans le dichloromethane et une solution aqueuse saturee de 
chlorure de sodium. 

Laver ensuite la phase organique avec une solution aqueuse saturee 
d'hydrogenocarbonate de sodium. Secher sur sulfate de sodium, filtrer puis evaporer. 
20 Obtention de 800 mg d'une huile jaune. Purification sur colonne de silice : eluant : acide 
acetique/methanol (9/1). Obtention de 650 mg de produit blanc casse. 
Rdt : 50% 

CCM : eluant : acide acetique/methanol (9/1) : Rf = 0,62 
F = 97°C 

25 ! H RMN (200 MHz, DMSO-d 6 + D 2 0) : 8 1,31 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ) ; 1,43 (m, 2H, 

CH 2 -Ci^-CH 2 ) ; 1,68 (m, 2H, CH 2 - CH(NH 2 )-CO) ; 2,76 (m, 2H, NH-Ctf 2 -CH 2 - 
CH 2 ) ; 3,01 (d. 2H, C 6 U 5 -CH 2 ) ; 3,93 1H, CH 2 -C//(NH 2 )CO) ; 4,62 (/, 1H, 
C 6 H 5 -CH 2 -Cf/) ; 7,10-7,40 (m, 5H, tfarom.). 

30 3.2. Preparation du N a -phenylacetyl-N 0) -Nitro-L-Arginine-L-Phenylalaninamide 3 

Dissoudre 650 mg (1,40 mmoles) du dipeptide precedemment forme dans 18 ml d'un 
melange acide acetique/acide chlorhydrique (2/1) et laisser reagir 3 heures a temperature 
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ambiante. Evaporer a sec. Plusieurs azeotropes sont effectues successivement avec de 
Pethanol puis du cyclohexane. On obtient 560 mg de chlorhydrate. 
Rdt: 100% 

*H RMN (200 MHz, D 2 0) : 8 1,46 (m, 2H, CH 2 -Q£/ 2 -CH 2 ) ; 1,70 (m, 2H, CH 2 - 
5 CH(NH 2 )-CO) ; 2,99 (m, 2H, NH-C# 2 -CH 2 -CH 2 ) ; 3,10 (d 9 2H, C 6 H 5 -C// 2 ) ; 3,83 

(/, 1H, CH 2 -C#(NH 2 )-CO) ; 4,85 (f, 1H, QH 5 -CH 2 -Cfl) ; 7,10-7,40 (m, 5H, J7 
arom.). 

Dans un bicol sous argon, dissoudre 200 mg (0,498 mmole) du chlorhydrate obtenu dans 
10 10 ml de tetrahydrofurane anhydre et refroidir le milieu reactionnel a -20°C. Raj outer 
0,15 ml (0,55 mmole) de triethylamine et laisser agiter pendant 10 minutes. Rajouter 
ensuite goutte a goutte 0,072 ml (0,55 mmole) de chlorure de phenylacetyle. Laissez 
revenir a temperature ambiante pendant 3 heures. Evaporer a sec et reprendre avec de 
Pacetate d'ethyle et une solution aqueuse saturee de chlorure de sodium. Extraire 4 fois 
15 avec de Pacetate d'ethyle, secher la phase organique sur du sulfate de sodium, filtrer et 
evaporer a sec. 

Obtention de 140 mg d'une huile jaune. Purification sur colonne de silice : eluant : 
Acetate d'ethyle / Methanol (9/1). Obtention de 100 mg de produit pur sous forme de 
poudre blanche. 
20 Rdt : 42% 

CCM : eluant : Acetate d'ethyle / Methanol (9/1) : Rf = 0,63 

F = 203°C 

! H RMN (200 MHz, DMSO-d 6 + D 2 0) : 8 1,45 (m, 2H, CH 2 -G£/ 2 -CH 2 ) ; 1,60 (m, 
2H, C^-CH-(NH-CO)-CO) ; 2,95-3,15 (m, 4H, NH-Ci7 2 -CH 2 -CH 2 et C 6 H 5 - 
25 CH 2 ) ; 3,50 (d, 2H, NH-CO-Cff 2 -C 6 H 5 ) ; 4,20 ft 1H, CH 2 -Ctf-(NH-CO-)-CO) ; 

4,40 (m, 1H, e#-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 7,18-7,22 (m, 10H, H arom.). 

3.3. Preparation du Diacetate de N a -Phenylacetyl-L-Arginine-L-Phenylalaninamide 4 

30 Hydrogener pendant une nuit 100 mg (0,2 mmoles) du produit 3 obtenu precedemment, 
dissous dans du methanol contenant 10% d'acide acetique glacial, a 40 psi en presence de 
10% Pd/C. Filtrer et concentrer sous vide. Obtention de 70 mg de poudre brune. 
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Rdt : 95% 
F > 220°C 

! H RMN (200 MHz, DMSO-d 6 + D 2 0) : 5 1,45 (m, 2H, C^-Cifc-CHfe) ; 1,60 (m, 
2H, Ci£-CH-(NH-CO-)-CO) ; 2,95-3,15 (m, 4H, NH-Ctf 2 -CH 2 -CH 2 et C 6 H 5 - 
5 CH 2 ) ; 3,50 (d 9 2H, NH-CO-C// 2 -C 6 H 5 ) ; 4,10 (t, 1H, CH 2 -C#-(NH-CO-)-CO) ; 

4,36 (m 3 1H, C#-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 7,18-7,22 (w, 10H, Z/arom.). 

Exemple 4 : Preparation du chlorhydrate de N a -[(lH)«Indole-2-carbonyl]-L- 
Arginine-L-Phenyl alaninamide (7) au depart de Na-Cbz-L-Arginine 5(Methode 2) 

10 

4.1. Preparation du Chlorhydrate de N a -Carboxy-L-Arginine Anhydride 6 

Placer 300 nig (0,87 mmole) de chlorhydrate de Na-Cbz-L-Arginine 5 dans 12 ml de 
tetrahydrofurane anhydre, sous argon. Ajouter 0,3 ml (3,2 mmoles, 3,6 eq) de tribromure 

15 de phosphore et porter le melange a reflux (t°exterieure = 60°C) jusqu'a dissolution totale 
du produit de depart (environ 4 heures). Evaporer a sec le tetrahydrofurane. Mettre a la 
pompe a vide pendant 1 heure pour bien secher Thuile obtenue. L'huile cristallise dans du 
chloroforme. Decanter le chloroforme puis triturer rapidement a Tether, le decanter. 
Reprendre de nouveau dans Tether, decanter et secher sous vide. On obtient un solide 

20 blanc tres hygroscopique. 

J H RMN (300 MHz, DMSO-d 6 ) : 6 1,50-1,80 (m 9 4H, -CH-CH 2 -CH 2 ) ; 2,90-3,00 
(m, 2H, Ci£>-NH) ; 4,40-4,50 (m 9 1H, C/f-CH 2 -CH 2 ). 

4.2. Preparation du Chlorhydrate de N a - [( 1 H) -Indole-2-Carbonyle] -L- Arginine-L- 
25 Phenylalanineamide 7 

Au chlorhydrate de N a -carboxy-L-arginine anhydride 6 obtenu precedemment on ajoute 
0,142 g (8,7. 10" 4 moles) de L-Phenylalaninamide puis 10 ml d'eau. Laisser une nuit a 
60°C (t° exterieure). Apres refroidissement du milieu reactionnel, ajouter 0,1 g (8,7. 10" 4 
30 moles) de bicarbonate de sodium pour obtenir un pH de 9-10. Ajouter alors 0,1 ml 
(8,7. 10" 4 moles) de chlorure d'indoloyle. Laissez sous agitation 3 heures en veillant a ce 
que le pH se maintienne a 9-10. Acidifier jusqu'a pH = 1 avec une solution d'acide 
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chlorhydrique IN. Extraire trois fois a T acetate d'ethyle puis evaporer a sec la phase 
aqueuse, Le brut de reaction est purifie par chromatographic liquide haute performance. 
Colonne Vydac Cjs phase inverse 
Debit 10 ml/min 

5 Gradient eau + 0,1% TFA-MeOH (98 : 2 a 60 :40 en 5 min puis 48 : 52 en 26 

min). 

T R HPLC : 28,7 min., produit lyophilise 
Rdt : 10% 

>H RMN (300 MHz, MeOD) : 8 1,57-1,64 (m, 2H, CH-Gtf 2 -CH 2 ) ; 1,77-1,89 (m s 
10 2H, C/6-CH-NH) ; 2,90-2,97 (m, 2H, C%-C 6 H 5 ) ; 3,15-3,32 (m 5 2H, NH-C/6) ; 

4,52-4,57 (/rc, 1H, CH 2 -C#-NH) ; 4,66-4,79 (m, 1H, C#-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 7,02-7,22 
(™, 7H, #arom.) ; 7,45-7,50 (J, J=7.5, 1H, tfarom.) ; 7,57-7,63 (</, J-7.5, 1H, # 
arom.) 

15 Exemple 5 : Preparation du chlorhydrate du N a -Benzoyl-N®-Methyl-L- 

Arginine-L-Phenylalanine amide (13) au depart de N^-bis-Benzyloxycarbonyl-L- 
Ornithine 8 (Methode 3) 

5.1. Preparation duN^Carboxy-N^-Benzyloxycarbonyl-L-Ornithine Anhydride 9 

20 

Dissoudre 17,2 g (43 mmoles) deN a,ffl -bis-Benzyloxycarbonyl-L-Omithine 8 dans 150 ml 
de tetrahydrofurane anhydre, sous argon, et refroidir la solution a 10°C (t° exterieure). 
Aj outer 9,8 g (47 mmoles, 1,1 eq) de pentachlorure de phosphore. Agiter pendant lh30. 
Evaporer a sec le tetrahydrofurane. Reprendre le residu sirupeux dans un minimum 
25 d'acetate d'ethyle et faire cristalliser le N-carboxyanhydride en ajoutant de Tether. Filtrer, 
laver a Tether et secher sous vide. Obtention de 1 1,9 g d'une poudre blanc casse. 

Rdt : 95% 

F=102°C 

IR : 2 bandes caracteristiques 1790 et 1852 cm" 1 
30 *H RMN (300 MHz, DMSO-d 6 ) : 5 1,4-1,8 (m, 4H, -CH-CH^CHr) \ 3,01 (g 9 2H, 

J=6.0, -Ctf 2 -NH-) ; 4,44 (/, 1H, J=6.1, -C#-CH 2 ) ; 5,01 (s 9 2H, -O-Cft-Ph-) ; 7,3- 
7,4 (m, 6H, //arom. et-N#Cbz) ; 9,10 (s, 1H, -N#-CH- echangeable D 2 0). 
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13 C RMN (300 MHz, DMSO-d 6 ) : 25,58 (-CH~CH 2 -CH 2 -) ; 29,05 (-CH-CH 2 -CH 2 - 
) ; 57,32 (-CH-CH 2 -) ; 65,77 (-CH 2 -Ph) ; 128,87 et 128,25 (-CH arom.) ; 137,78 (- 
C quaternaire arom.) ; 152,46 (-NH-C(O)O-) ; 156,72 (BnO-C(O)O-) ; 172,04 (- 
CH-C(O)O-). 

5 

5.2. Preparation du Chlorhydrate deN a -Benzoyl-L-Omi1hine-L-Phenylalanmeamide 10 

Dissoudre 0,5 g (1,71 mmoles) de P anhydride 9 dans 3 ml de dimethylformamide sec. 
Refroidir le melange a - 40°C (t° exterieure). Ajouter une solution de L~ 

10 phenylalanineamide 0,35 g (1,71 mmoles) dans 3 ml de chloroforme contenant 0,19 ml 
(1,71 mmoles) de N-Methylmorpholine. Laisser remonter a temperature ambiante puis 
chauffer a 60°C (t° exterieure) pendant 30 minutes. Apres refroidissement de la solution, 
additionner 0,19 ml (1,71 mmoles) de chlorure de benzoyle dissout dans 1 ml de 
chloroforme . Abandonner sous agitation le milieu reactionnel pendant 12 heures. 

15 Evaporer le chloroforme a Pevaporateur rotatif. Verser la dimethylformamide restant dans 
50ml d'eau et agiter pendant lh. Puis refroidir le milieu reactionnel a 0°C pendant 4 
heures et filtrer. Laver les cristaux obtenus plusieurs fois a Pether. On obtient 0,75 g 
d'une poudre blanche qu'on solubilise dans 25 ml de methanol et 0.15 ml d'acide 
chlorhydrique concentre. On y ajoute 70 mg de Pd/C a 10% et le milieu reactionnel est 

20 hydrogener a 60 psi pendant 18 heures. Apres filtration du catalyseur sur terre d'infusoire, 
on evapore a sec. On obtient 420 mg d'une poudre blanche apres trituration dans Pether et 
filtration. 

Rdt : 95% 
F = 233°C 

25 [tx D ] : -18°C (c = 5 mg/ml, methanol) 

! H RMN (200 MHz, CD 3 OD) : 5 1,55-1,95 (m, 4H, C# 2 -CH(NH)-CO et CH 2 - 
C%-CH 2 ) ; 2,85-3,25 (m, 4H, C 6 H 5 -Ci^ et NH 2 -G%) ; 4,55 (m, 2H, CH 2 - 
C//(NH)-CO et CeHs-CHrC/O ; 6,95 (m, 5H, C 6 // 5 -CH 2 ) ; 7,35 (m, 3H, C^- 
CO) ; 7,80 (rf, J-7.0, 2H, C 6 H 5 -CO). 

30 Analyse centesimale : Analyse calculee a partir de C2iH 26 N40 3 , HC1 : C% : 

60,21 ; H% : 6,50 ; N% : 13,37. Trouve : C% : 60,20 ; H% : 6,48 ; N% : 13,32. 
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5.3. Preparation du N a -Benzoyl-N^4hioureido-L-NorvaH 11 

Raj outer 0,5 g ( 1,2 mmoles) de chlorhydrate de N a -benzoyl-L~Omithine-L- 
Phenylalaninamide 10 a un melange de chloroforme (100 ml) et d'eau (100 ml) contenant 
5 0,4 g (4,0 mmoles, 3,3 eq) de carbonate de calcium et 0,1 g (1,2 mmoles) 
d'hydrogenocarbonate de sodium. Laisser sous agitation pendant 5 minutes puis raj outer 
0,12 ml (1,5 mmoles, 1,2 eq) de thiophosgene. Maintenir une agitation vigoureuse 
pendant 2 heures. Filtrer et separer la phase organique et la phase aqueuse. Laver le 
precipite (sels mineraux) avec de Pethanol pour recuperer le produit de reaction 

10 relativement peu soluble dans le chloroforme. Rassembler les phases organiques et 
concentrer sous vide. Reprendre le residu dans 100 ml de methanol, refroidir a 0°C et 
faire buller de Pammoniaque pendant 10 minutes. Laisser sous agitation pendant 2 heures 
puis concentrer sous vide. Chromatographier le residu sur colonne de silice (eluant acetate 
d'ethyle-methanol 9/1) pour obtenir 0,35 g d'un solide blanc. 

15 Rdt: 66% 

F= 183°C 

[oc D ] : -25,6° (c = 5 mg/ml, methanol) 

*H RMN (200 MHz, CD 3 OD) : 6 1,45-1,85 (m, 4H, C# 2 -CH(NH)-CO et CH 2 - 
GF6-CH2) ; 2,85-3,20 (m 9 4H, C 6 H 5 -CH 2 et NH 2 -CS-NH-Ci£>) ; 4,45 (m 9 2H, 
20 CH 2 -C#(NH)-CO et C 6 H 5 -CH 2 -Oy) ; 7,00 (m, 5H, H arom.) ; 7,35 (m 9 3H, H 

arom.) ; 7,80 (m, 2H, Haxom.) 

5 .4. Preparation du N a -Benzoyl-N®-^r^butyloxycarbonyl-N m, -Methyl-L-Arginine-L- 
Phenylalaninamide 12 

25 

Dissoudre 0,55 g (1,24 mmoles) du thiouree 11 obtenu precedemment et 0,15 ml (2,48 
mmoles, 2 eq) de iodomethane dans 20 ml d'acetonitrile et laisser sous agitation pendant 
16 heures. Concentrer sous vide pour obtenir 0,71 g de produit blanc. Reprendre dans ion 
melange de 10 ml d'une solution aqueuse saturee d'hydrogenocarbonate de sodium et de 
30 10 ml de 1,4-dioxanne. Rajouter a ce melange 0,32 g de dicarbonate de di-tert-butyle et 
laisser sous agitation pendant 24 heures. Concentrer le dioxanne et extraire avec 100 ml 
d'acetate d'ethyle. Laver la phase organique avec une solution aqueuse saturee de 
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chlorure de sodium. Secher sur sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide pour 
obtenir 0,55 g de S-Me isothiourde de couleur jaune. 

Rdt : 80% 

F= 105°C 

5 *H RMN (200 MHz, CDC1 3 + D 2 0) : 8 1,49 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ) ; 1,60-2,00 (m, 4H, 

C# 2 -CH(NH)-CO et CH 2 -Ci£-CH 2 ) ; 2,42 (s, 3H, S-CH 3 ) ; 3,05 (m, 2H, C 6 H 5 - 
CH 2 ) ; 3,25 et 3,45 (m, 2H, C(CH 3 S)-NH-C# 2 ) ; 4,65 (m, 2H, CH 2 -C#(NH)-CO et 
C 6 H 5 -CH 2 -C/i) ; 7,05 (m, 5H, C 6 H 5 -CH 2 ) I 7,35 (m, 3H, if arom.) ; 7,80 (m, 2H, # 
arom.) 

10 

Dissoudre 0,55 g (0,98 mmoles) de S-Me isothiouree obtenu dans 100 ml d'acetonitrile et 
refroidir la solution a 0°C. Rajouter ensuite 0,16 ml (1,17 mmoles) de triethylamine, 1 ml 
(1,96 mmoles) d'une solution de methylamine 2N/tetrahydrofurane, puis 0,25 g (1,47 
mmoles) de nitrate d' argent. Laisser sous agitation pendant 12 heures a temperature 
15 ambiante. Filtrer sur celite pour eliminer les sels d'argent et concentrer sous vide. 
Chromatographier le residu sur colonne de silice (eluant acetate d'ethyle-methanol 9/1 + 
5% triethylamine) pour obtenir 0,20 mg de solide blanc. 
Rdt : 38% 

Rf (AcOEt-MeOH 9/1 +5% TEA) : 0.54 

20 F = 124°C 

RMN (200 MHz, DMSO-d 6 + D 2 0) : 8 1,32 (s, 9H, C(CH 3 )3) ; 1,38-1,55 (m, 
4H, CH 2 -CH(NH)-CO et CH 2 -CiJ 2 -CH 2 ) ; 2,67 {s, 3H, NH-Cif 5 ) ; 2,75 (m, 1H, 
C(CH 3 NH)-NH-C// 2 ) ; 2,95 (m, 3H, C(CH 3 NH)-NH-Ci^ et C 6 ll 5 -CH 2 ) ; 4,32- 
4,45 (m, 2H, CH 2 -C#(NH)-CO et C 6 H 5 -CH 2 -C/0 ; 7,05 (m, 5H, C 6 H 5 -CH 2 ) ; 7,35 

25 (m, 3H,H arom.) ; 7,80 (m, 2H, H arom.) 

5.5. Preparation du Chlorhydrate du N a -Benzoyl-N m -Methyl-L-Arginine-L-Phenylalanine 
amide 13 

30 Dans un bicol dote d'un tube de garde contenant du chlorure de calcium dissoudre 0,18 g 
de Famine protegee obtenue precedemment dans 8 ml d' acetate d'ethyle anhydre et faire 
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buller HC1 gaz pendant 5 minutes. Suivre par CCM (Acetate d'ethyle) la disparition du 
produit de depart, Filtrer le precipite blanc forme (0,14 g). 

Rdt : 90% 

F=127°C 

5 [a D ] : -28° (c = 5 mg/ml, MeOH) 

*H RMN (200 MHz, CD 3 OD) : 8 1,45-1,75 (m, 4H, C# 2 ~CH(NH)-CO et CH 2 - 
CH 2 -CH. 2 ) ; 2,75 (j, 3H, NH-C/fc) ; 2,95 (m, 1H, C(CH 3 NH)-NH«Ci6) ; 3,15 (m, 
3H, C(CH 3 NH)-NH-CJ^ et C 6 H 5 -C/6) ; 4,45-4,75 (m, 2H, CH 2 -Ctf(NH)-CO et 
C 6 H 5 -CH 2 -GfiO ; 7,00 (m, 5H, C^-CH 2 ) ; 7,35 (m, 3H, Haxom.) ; 7,80 (m, 2H, // 
10 arom.). 

Exemple 6 : Preparation du chlorhydrate de N a -Benzoyl-N a -MethyI-L- 
Arginine-L- Phenylalanine amide (18) au depart de N a -tert-Butyloxycarbonyl-N a ~ 
Methyl-N w,w di-benzyloxycarbonyl-L-Arginine 15(methode 4) 

15 

Au depart du N a ~tert-Butyloxycarbonyl-N a -Methyl- N w,w di-benzyloxycarbonyl-L- 
Arginine 15 et en suivant le mode operatoire du couplage avec la L-Phenylalaninamide 
decrit dans 1' exemple 3 (methode 1), le dipeptide amide 16 est obtenu avec un rendement 
de 53%. 

20 Ce dipeptide amide 16 est ensuite deprotege en milieu acide et acyle par le chlorure de 
benzoyle toujours dans les conditions des reactions decrites dans V exemple 3 (methode 
l).On obtient ainsi le compose 17. La deprotection des groupements benzyloxycarbonyles 
est effectuee par hydrogenation comme decrit dans 1 5 exemple 3 (methode 1) en 
rempla9ant P acide acetique par de V acide chlorhydrique concentre en quantite 

25 stoechiometrique. Le rendement global pour la formation de 18 est de 35%. 
F = 90°C 

] H RMN : (300 MHz, DMSO-d 6 ) : 8 1,48 (m, 2H, CH 2 -C# 2 -CH 2 ) ; 1,70 (m, 2H, 
NH-C# 2 -CH(NH 2 )-CO) ; 1,70 (j, 3H, NCft) ; 2,80-3,12 (m, 4H, C 6 H 5 -C% et 
NH-C#;rCH 2 -CH 2 ) ; 4,30-4,37 (m 9 1H, CH 2 -Ctf-NH) ; 4,42-4,47 (m, 1H, CH- 
30 CH 2 -C 6 H 5 ) ; 7,1 1-8,05 (m, 10H, Hexom.) 
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Exemple 7 : Preparation du chlorhydrate du N a -BenzoyI-3-guanidino-N- 
Phenethyl-L-Phenyl glycinamide 24 au depart N a ^r/-ButyIoxycarbonyle-3-Nitro-L- 
Phenylglycine 19 (m&hode 5) 

5 7.1. Preparation du N a -^rr-Butyloxycarbonyle-3-Nitro-N-Phenethyl-L~ 
Phenylglycinamide 20 

Dissoudre 12,7 g (43,0 mmoles) de N a -/er^-Butyloxycarbonyle-3-Nitro-L-Phenylglycine 
19 et 7 ? 4 g (64,5 mmoles, 1,5 eq) de N-hydroxysuccinimide dans 400 ml de 1,4-dioxanne. 

10 Raj outer goutte a goutte 9,7 g (47,3 mmoles, 1,1 eq) de DCC dissous dans 100 ml de 1,4- 
dioxanne et maintenir sous agitation pendant 12 heures. Separer la DCU formee par 
filtration et concentrer sous vide. Reprendre le residu dans 400 ml d' acetate d'ethyle et 
laver avec 300 ml d'une solution aqueuse saturee de chlorure de sodium, Secher la phase 
organique sur du sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide pour obtenir 16,1 g 

1 5 d'une huile jaune utilisee telle quelle pour la suite. 

Dissoudre Phuile jaune precedemment obtenue dans 600 ml de 1,4-dioxanne et rajouter 
goutte a goutte 6,2 ml (49,2 mmoles) de Phenethylamine. Maintenir sous agitation 
pendant 2 heures puis concentrer sous vide. Reprendre le residu dans 750 ml d'acetate 
d'ethyle et laver avec 500 ml d'une solution aqueuse d'acide citrique a 5%. Secher la 

20 phase organique sur sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide. Triturer dans Tether 
et filtrer pour obtenir 13,6 g de solide blanc. 
Rdt : 79% 
F= 175°C 

*H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 6 1,43 (s, 9H, C(C# 5 )i)) ; 2,73 (/, J=7.5, 2H, CH 2 - 
25 C^2-C 6 H 5 ) ; 3,41-3,64 (m, 2H, Gtf 2 -CH2-C 6 H 5 ) ; 5,15 (s, 1H, C#~NH-C(CH 3 ) 3 ) ; 

5,70 et 5,95 (deux s echangeables D 2 0, 2H, CO-N#-C(CH 3 ) 3 et CO-N#-CH 2 ) ; 
6,98-7,01 (m, 2H, tfarom.) ; 7,19-7,23 (m, 3H, #arom.) ; 7,50 (t, J=8.0, 1H, H b ) ; 
7,63 (d 9 J=7.6, 1H, H c ) ; 8,17-8,19 (m, 2H, H a clH d ) 

30 7.2. Preparation du N a -Benzoyl-3-Nitro-N-Phenethyl L- Phenylglycinamide 21 

Dans un bicol muni d'un tube de garde contenant du chlorure de calcium, dissoudre 1,2 g 
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(3,0 mmoles) du produit 20 precedemment obtenu dans 20 ml d' acetate d'ethyle. 
Refroidir a 0°C et faire baxboter HC1 gaz pendant 5 minutes. Suivre sur CCM (Acetate 
d'ethyle) la disparition du produit de depart. Filtrer le precipite blanc qui s'est forme. 
Rajouter de Tether au filtrat, laisser refroidir a 0°C et refiltrer pour obtenir en tout l,0g 
5 de solide blanc sous forme de chlorhydrate. 

Rdt : 95% 

F = 220°C 

*H RMN (200 MHz, CD 3 OD) : 5 2,64 ft J=7.5, 2H, CH 2 -C#2-C 6 H 5 ) ; 3,20-3,46 
(m, 2H, C# 2 -CH 2 -C 6 H 5 ) ; 5,15 ft 1H, C#-NH 2 ) ; 7,01-7,03 (m, 2H, H arom.) ; 
10 7,10-7,13 (m, 3H, ffarom.) ; 7,73 ft J=8.0, 1H, H b ) ; 7,96 (d, J-7.6, 1H, H c ) ; 8,26 

(d, J=8.4, 1H, H a ) ; 8,43 ft 1H, H d ) ; 8,94 (s large echangeable D 2 0, 3H, NH 2 et 
HCY) 

Dans un bicol sous argon, dissoudre 3,0 g (8,93 mmoles) du chlorhydrate precedemment 
15 obtenu dans 50 ml de tetrahydrofurane anhydre et porter le milieu reactionnel a -20°C. 
Rajouter 3,0 ml (21,4 mmoles, 2,4 eq) de tri6thylamine et laisser agiter pendant 10 
minutes. Rajouter ensuite goutte a goutte 1,3 ml (10,7 mmoles, 1,2 eq) de chlorure de 
benzoyle. Laisser le milieu revenir a temperature ambiante et maintenir Pagitation 
pendant 3 heures. Concentrer sous vide et reprendre avec de 1'acetate d'ethyle et une 
20 solution aqueuse saturee de chlorure de sodium. Extraire a 1'acetate d'ethyle, secher la 
phase organique sur du sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide. Triturer a Tether 
pour obtenir 3,1 g de solide blanc. 
Rdt : 83% 
F=174°C 

25 *H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 8 2,70 ft JH7.5, 2H, CH 2 -Ci^-C 6 H 5 ) ; 3,30-3,66 

(m, 2H, C#2-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 5,96 (d, J=7.5, 1H, C//-NH-CO) ; 6,10 (s echangeable 
D 2 0, 1H, CO-N#-CH 2 ) ; 6,95-7,10 (m, 5H, CH^CH^C^j) ; 7,45-7,60 (m, 5H, 
CO-C 6 H 5 ) ; 7,75-7,85 (m, 2H et 1H echangeables D20, H b et CH-N77-CO) ; 7,95 
J=7,6, 1H, H c ) ; 8,16 (d, JM8.4, 1H, H a ) ; 8,30 ft 1H, H d ) 

30 

7.3. Preparation du N a -Benzoyl-3-Amino-N-Phenethyl L-Phenylglycinamide 22 



WO 02/24192 



34 



PCT/FR01/02973 



Hydrogener a 70 psi pendant 7 heures 3,0 g (7,45 mmoles) du produit 21precedemment 
obtenu dissous dans 60 ml d'ethanol en presence de 0,3 g de Pd/C a 10%. Filtrer et 
concentrer sous vide. Chromatographier le residu sur colonne de silice (eluant : Acetate 
d'ethyle - Hexane 2/1) pour obtenir 2,1 g de solide blanc. 
5 Rdt : 75% 

F=124°C 

*H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 8 2,65 ft J=7.5, 2H, CU 2 'CH 2 -C 6 U 5 ) ; 3,35 et 3,50 
(m, 2H, G%-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 3,60 (s elargi echangeable D 2 0, 2H, CH-C 6 H 4 -N# 2 ) ; 
5,50 (d, J=7,5 ; 1H, Gtf-NH-CO) ; 6,15 ft echangeable D 2 0, 1H, CO-Nif-CH 2 ) ; 
10 6,60 (d, J=8.3 5 1H, H arom.) ; 6,70 (m, 2H, H arom.) ; 7,00 (d, J=8.5, 2H, H 

arom.); 7,10-7,30 (m 3 4H, # arom.); 7,40-7,55 (m, 3H, # arom.) ;7,65 (tf 
echangeable D 2 0, J=8.0, 1H, CH-N77-CO) ; 7,79-7,82 (w, 2H, if arom.). 

7 .4 . Preparation du N a ~Benzoyl-3 -(N,N ' -di(ter/-Butyloxy carbonyl)guanidino)-N- 
1 5 Phenethyl-L-Phenylglycinamide 23 

Dissoudre 0,80 g (2,14 mmoles) du produit obtenu precedemment dans 30 ml de 
dimethylformamide et ajouter 0,98 ml (7,08 mmoles, 3,3 eq) de triethylamine et 1,37 g 
(4 ? 70 mmoles, 2,2 eq) de N,N 5 -di(^r/-butyloxycarbonyl)-S-methylisothiouree. Refroidir a 

20 0°C et ajouter 0,62 g (2,35 mmoles, 1,1 eq) de chlorure de mercure. Agiter pendant 3 
heures. Diluer dans 50 ml d'acetate d'ethyle et filtrer sur terre d'infusoire. Rincer avec 
100 ml d'acetate d'ethyle, puis laver avec 100 ml d'une solution aqueuse saturee de 
chlorure de sodium. Recuperer le filtrat et separer les deux phases. Laver la phase 
organique avec 100 ml d'une solution aqueuse saturee de chlorure de sodium. Secher sur 

25 sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide. Chromatographier le residu sur colonne 
de silice (eluant : Acetate d'ethyle) pour obtenir 0,78 g de solide blanc. 
Rdt : 60% 
F=103°C 

] H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 5 1,45 ft 18H, C(CH 3 ) 3 ) ; 2,65 ft J-7.5, 2H, CH 2 - 
30 C#2-C 6 H 5 ) ; 3,35-3,50 (m 9 2H, Ci^-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 5,55 (d, J=7.5, 1H, Cff-NH- 

CO) ; 6,20 ft echangeable D 2 0, 1H, CO-N#-CH 2 ) ; 7,00-7,90 (m 9 14H, /f arom.) 
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7.5. Preparation du Chlorhydrate du N a -Benzoyl-3-guanidino-N-Phenethyl-L-Phenyl 
glycinamide 24 

Dans un bicol muni d'un tube de garde de chlorure de calcium, dissoudre 0,60 g (0,97 
5 mmoles) du produit 23 precedemment obtenu dans 15 ml d'acetate d'ethyle. Refroidir a 
0°C et faire barboter HC1 gaz pendant 5 minutes. Suivre par CCM (eluant : Acetate 
d'ethyle) la disparition du produit de depart. Filtrer le precipite blanc qui s'est forme. 
Rajouter de Tether au filtrat, laisser refroidir a 0°C et refiltrer pour obtenir en tout 0,42 g 
de solide blanc. 
10 Rdt : 90% 

F = 128°C 

[cc D ] : -28° (c=2 mg/ml, methanol) 

Analyse centesimale : Analyse calculee a partir de C24H26N5O2CI : C% : 61,33 ; 
H% : 6,00 ; N% : 14,90 ; Cl% : 7,54. Trouvee : C% : 60,79 ; H% : 5,87 ; N% : 
15 14,85 ;C1%: 7,82 

*H RMN (200MHz, D 2 0) : 6 2,71 (f, J=7.5, 2H, CH 2 -C^C 6 H 5 ) ; 3,35-3,51 (m, 
2H, Ci/2-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 5,42 ($, 1H, CJ7-NH-CO) ; 7,05-7,12 (m, 6H, H arom.) ; 
7,21-7,25 (m, 2H, H arom.) ; 7,38-7,43 (m, 3H, H arom.) ; 7,50-7,56 (in, 1H, H 
arom.) ; 7,64-7,67 (m, 2H, Hmom) 

20 

Exemple 8 : Preparation du trifluoroacetate de N a -(4-acetylaminobutanoyl)- 
L-Arginine-N-phenethylamide 28 au depart de N a -ter/-butyIoxycarbonyl-N m 2,2,5,7,8 
pentamethylchroman-6-sulfonyI (Pmc)-L-Arginine 25 (methode 6) 

25 8.1. Preparation de N a -^/Y-Butyloxycarbonyl-N 0> 2,2,5 ,7,8 pentamethylchroman-6- 
sulfonyl (Pmc)-L-Arginine-N-phenethylamide 26. 

Dissoudre 0,640g (l,18mmoles) de N a -tert-Butyloxycarbonyl N C0 (Pmc) Arg 25 dans 20 
ml d'acetonitrile. Ajouter 0,32g d'hydroxybenzotriazole et 0,28mg (0,3 ml) de 
30 phenethylamine. Ajouter alors a 0°C et goutte a goutte 0,27g de DCC dans 8 ml 
d'acetonitrile. Laissez revenir a temperature ambiante, puis abandonner le milieu 
reactionnel pendant la nuit. Filtrer le precipite obtenu. Evaporer Pacetonitrile puis 
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xeprendre le brut reactionnel avec de V acetate d'ethyle. Lavez la phase organique avee 
une solution de HC1 IN puis avec une solution de NaHC0 3 saturee puis avec une solution 
saturee de chlorure de sodium. Secher sur sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous 
vide. Chromatographier le residu sur colonne de silice (eluant : AcOEt/Hexane, 3/1) pour 
5 obtenir 0,6g d'une poudre beige. 

! H RMN (300MHz, CDC1 3 ) : 5 1.25 (s, 6H, 2xPmc CH 3 ) ; 1,39 (s, 9H, C(Ci%) 3 ) 
1,43-1,80 (m, 6H, C# 2 -C(CH 3 ) 2 -0- et C^2-C// 2 -CH(NHBOC)-CO-) ; 2,15 (s, 3H 
CH 3 m a ..SG 2 ) ; 2.55 (2s, 6H, 2xCH3 o a...S0 2 ) ; 2,57 (t, 2H, C# 2 -CH 2 -C(CH 3 ) 2 - 
O-) ; 2,75 (t, 2H, C# 2 -Ph) ; 3,25 (m, 2H , C# 2 -N-Guanidine) ;3,55 (m, 2H, Ci7 2 - 
10 NH-CO-CH-) ; 4,15 (m, 1H, BOCNH-C/f-CO-) ; 7,10-7,40 (m,5H, tfarom). 

8.2. Preparation de N 0c -(4-acetylaminobutanoyl)-N Cd 2,2,5,7,8 pentamethylchroman-6- 
sulfonyl (Pmc) L-Arginine-N-phenethylamide 27. 

15 Dissoudre 0,5 5g (0,86mmole) du produit 26 prealablement prepare dans 6ml d' acetate 
d'ethyle. Ajouter 4ml d'une solution d'HCl gaz/AcOEt 2,4 N et abandonner la nuit. 
Evaporer a sec le milieu reactionnel. Reprendre avec du dichloromethane puis laver la 
phase organique avec une solution de NaHC0 3 saturee. Secher sur sulfate de sodium, 
filtrer et concentrer sous vide. Reprendre le brut obtenu dans 10ml d'acetonitrile. Ajouter 
20 0,125g (0,86 mmole) d'acide 4-acetamidobutyrique et 0,128g (0,86 mmole) 
d'hydroxybenzotriazole. Ajouter a 0°C, goutte a goutte 0,2g de DCC et abandonner la 
nuit. Filtrer la DCU formee. Evaporer a sec puis solubiliser le residu obtenu dans 20ml 
de dichloromethane. Laver la phase organique avec 20ml d'une solution de HC1 IN, puis 
20ml d'une solution saturee de NaHC0 3 et enfin avec une solution saturee de chlorure de 
25 sodium. Secher sur sulfate de sodium, filtrer et evaporer a sec. Triturer pendant lh dans 
Tether puis filtrer pour obtenir 0,24g d'une poudre blanche (Rdt : 41%). 

*H RMN (300MHz, CDC1 3 ) : 8 1.25 (s, 6H, 2xPmc CH 3 ) ; 1,43-1,80 (m, 8H, 
C#2-C(CH 3 ) 2 -0- et Ci/ 2 -CF 2 -CH(NHCO-.)-CO-et C# 2 -CH 2 -NHCOCH 3 ) ; 1,90 (s, 
3H, NHCO-Ci7 3 ) ; 2,15 (s, 3H CH 3 m a ...S0 2 ) ; 2,25 (t, 2H,G£f 2 -CONH) 2.55 
30 (2s, 6H, 2xCH3 o a...S0 2 ) ; 2 ,56 (t, 2H, Ci/ 2 -CH 2 -C(CH 3 ) 2 -0-) ; 2,63 (t, 2H, 

C# 2 -CONH-CH) ; 2,80 (t, 2H, GEfc-Ph) ; 3,25 (m, 2H , G£/ 2 -N-Guanidine) ; 3,40- 
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3,55 (m, 4H, Cife-NH-CO-CH- et C# 2 -NHCOCH 3 ) ; 4,45 (m, 1H, -CONH-C#- 
CO-) ; 7,20-7,40 (m,5H, //arom). 

8.3 . Preparation du trifluoroacetate de N a -(4-acetylaminobutanoyl)-L-Arginine-N- 
5 phenethylamide 28 

Dissoudre 0,1 2g du produit 27 obtenu precedemment dans 2ml d'acide trifluoroacetate et 
abandonner la nuit sous agitation. Evaporer le TFA puis aj outer du pentane que Ton 
evapore. Cette operation est repetee 3 fois. Secher une heure a la pompe a palette, puis 
10 triturer dans Tether. Apres filtration on obtient 0,08g d'un solide ocre. 

*H RMN (300MHz, DMSO-D 6 ) : 8 1.20-1.7 (m, 6H, et Ci£-C# 2 -CH(NHCO-> 
CO-et C^ 2 -CH 2 -NHCOCH 3 ) ; 1,85 (s, 3H, NHCO-C/fc) ; 2,15 (t, 2H,GH r 2 -CO- 
NH); 2,75 (t, 2H, C# 2 -Ph) ; 3,15 (m, 4H , Gtf 2 -N-Guanidine et C/7 2 -NHCOCH 3 ) ; 
15 3.35 (t,2H, C# 2 -NH-CO-CH-) ; 4,45 (m, 1H, -CONH-Gtf-CO-) ; 7,20-7,40 

(m,5H, iYarom). 

Exemple 9 : Preparation du trifluoroacetate de N a diphenylacetyl benzyl 
(D,L)-Arginine-N-benzyIamide 32 au depart de N 7 benzyloxycarbonyl (D,L) 
20 ornithine 29 (methode 7) 

9.1. Preparation de N a - diphenylacetyl D,L-ornithine N-benzylamide 30 

Melanger 5,5g (19,6mmol) de N Y benzyloxycarbonyl (D, L) ornithine 29 avec 9 ? 57ml 
25 (68,6mmol, 3,5 eq.) de TEA, 5,1 lg (47,0mmol 3 2,4 eq.) de chlorure de trimethylsilane 
dans 1 10ml de CH 2 C1 2 . Au bout de 30min, la solution n'etant pas limpide, raj out de 20% 
de TEA (1,91ml, 13,72mmol) et 20% de chlorure de trimethylsilane (1,02ml, 9,4mmol). 
Laisser agiter a temperature ambiante pendant 4 heures. Laver la phase organique avec 
une solution saturee en NaHC0 3 (2 fois), une solution HC1 IN, puis evaporer sous 
30 pression reduite. Chromatographier le produit sur colonne de silice (eluant : 
CH 2 Cl 2 /MeOH 98/2). Pour obtenir 5,2g d'un produit visqueux incolore. Rdt. 55%. 



WO 02/24192 



38 



PCT/FR01/02973 



Rf ( AcOEt/Hexane 1/1) : 0,28 
MS : 483,3 (M+23) 

'H RMN (MeOD, 300MHz) 8 : 1,40-1,70 (m, 4H, (CHfr) ; 3,15 (/, J=6,84, 2H, 
CHj-Cffa-NH) ; 4,4 (m, 1H, NH-C/f(CH 2 ) 2 -CO) ; 5,0-5,1 (m, 3H, CO-Gfir 2 -Ph 
5 +(C 6 H 5 ) 2 -C#-CO) ) ; 7,3-7,45 (m, 1 5H, tfarom). 

Dissoudre 4,5g (9,77mmol, 1 eq.) de Facide obtenu precedemment dans 45ml de DMF. 

Aj outer l,67g (10,25mmol, 1,05 eq.) de DIG et laisser agiter a temperature ambiante 

pendant lh30, sous Argon. Ajouter alors 1,17ml (10,74mmol, 1,1 eq.) de benzylamine et 
10 chauffer a 80°C pendant 4 heures. Evaporer le DMF sous pression reduite, reprendre le 

residu blanc dans un solution de Na 2 CC>3 a 10% et laisser agiter pendant 10 minutes. 

Filtrer et recuperer le solide blanc apres F avoir lave avec de Peau. Secher a la pompe. 

Dissoudre le residu dans 250ml de MeOH. Rajouter 0 5 8g de Pd/C (10%) et hydrogener a 

70psi pendant 30 heures. Filtrer sur celite, evaporer sous pression reduite. Triturer a 
15 F ether deux fois, puis evaporer sous pression reduite. Obtention de 3,9g d'une poudre 

blanche. Rdt. 72%. 

Rf (AcOEt/Hexane 1/1) : 0,25 
F: 160-164°C 
20 MS : 416,26 (M+23) 

*H RMN (DMSO+D 2 0, 300MHz) 5 : 1,50-1,70 (m, 4H, (CH 2 ) 2 ) ; 3,10 (t, J=6,42, 
2H, CH 2 -C# 2 -NH) ; 4,38-4,5 (m, 3H, NH-Gtf 2 -Ph + NH-C#(CH 2 ) 2 -CO) ; 5,04 (s, 
2H, CO-Ci/ 2 -Ph) ; 5,16 (s, 1H, COC//-Ph 2 ) ; 7,2-7,40 (m, 15H, Haxom). 

25 9.2. Preparation de N a -diphenylacetyl N*"" [benzyl-bis (tert-butyloxycarbonyl)] D,L- 
arginine N-benzylamide 31 



Dissoudre lOOmg (0,24mmole) de Famine 30 dans 4ml de DMF, avec 84[il (0,6mmole.) 
de TEA. Ajouter 183mg (0,48mmole.) de N-benzyl-l,3-bis (tert-butyloxycarbonyl)-2- 
30 methyl-thiopseudouree. Agiter a temperature ambiante pendant la nuit, sous argon. 
Evaporer sous pression reduite, dissoudre le melange dans AcOEt, laver avec de Feau, 
puis avec solution saturee en NaCl et secher la phase organique sur Na 2 S04. 
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Chromatographier le produit sur colonne de silice (eluant: CH 2 Cl 2 /MeOH 97/3) pour 
obtenir 94mg d'un solide visqueux incolore. Rdt. 52%. 

Rf (CH 2 Cl 2 /MeOH 95/5) : 0,30 
5 MS : 770,44 (M+23) 

'H RMN (DMSO+D 2 0, 300MHz) 8 : 1,3-1,7 (m, 22H, (CH 2 ) 2 + 0-C(CH 3 ) 3 ) ; 
2,99 (t, J=7,12, 2H, CH 2 -G77 2 -NH) ; 4,3-4,5 (m, 3H, NH-C# 2 -Ph + NH- 
C#(CH 2 ) 2 -CO) ; 4,65 (m, 2H, N=C-C# 2 -Ph) ; 5,09 (s, 1H, CO-C#-Ph 2 ) ; 7,25- 
7,40 (m, 20H,#arom.). 

10 

9.2. Preparation du trifluoroacetate de N a -diphenylacetyl N 01 benzyl- D,L-arginine N- 
benzylamide 32 

Dissoudre 94mg (0,126mmole) du compose 31 dans 5ml d'un melange CH 2 C1 2 /TFA 
15 (1/1). Laisser agiter a temperature ambiante pendant 9 heures. Evaporer sous pression 
reduite et triturer a Tether. Lyophiliser pour obtenir 50mg d'une poudre beige. Rdt. 60%. 

MS : 548,34 (M+l) 

J H RMN (MeOD, 300MHz) 8 : 1,4-1,8 (m, 4H, (C# 2 ) 2 ) ; 3,12 (t, J=6,35, 2H, CH 2 - 
20 C# 2 -NH) ; 4,3-4,5 (m, 5H, NH-C# 2 -Ph + C=N-Gtf 2 -Ph+ NH-C#(CH 2 ) 2 -CO) ; 

5,08 (s, 1H, CO-C#-Ph 2 ) ; 7,25-7,40 (m, 20H, iJaromatiques). 

13 C RMN (MeOD, 200MHz) 8 : 27,21 (C5) ; 31,1 (C4) ; 42,9 (C6) ; 44,94 (C10) ; 

46,75 (C35) ; 55,32 (C2) ; 59,56 (C18) ; 129,08-130,76 (C aromatiques) ; 138,58 

(C36 ou Cll); 140,44 (C36 ou Cll); 141,74 (C20 et C19) ; 158,32 (C32) ; 
25 174,49 (C 17); 175,7 (C3). 

Exemple 10 : Synthase de Ligands synthetiques 

En suivant les methodes de syntheses decrites dans les exemples 3-7, les composes 
30 suivants ont ete prepares. 



4 

33 

34 

35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
7 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 

13 
10 
11 
18 

24 
28 

54 

55 
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Nom de produit 

Acetate de N a -Phenylacetyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-Tic-NH 2 (Tic-NH 2 = 1,2,3,4- 

tetrahydroisoquinoline-3 carboxamide) 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-Atc-NH 2 (Atc-NH 2 = 2-amino 

tetraline-2-carboxamide) 

Acetate de N a -Adamantan-l-yl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Cyclohexoyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Acetyl-L- Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg-L-Leu-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg-OMe-L-Tyr-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg -L-Tyr-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg -L-Trp-NH 2 

Chlorhydrate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate deN a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D -Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(3 5 4-dichloro-Benzoyl)-L-Arg-D 5 L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(2-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-methyl-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-methoxy-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-nitro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 

Sulfonate de N a -Benzenesulfonyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -Benzoyl-N ro -Me-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate N a -benzoyl-L-Orn-L-Phe-NH 2 

N a - Benzoyl-N a> - thioureido-L-Nor-Val-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -Benzoyl-N a -Me-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Benzoyl-3-guanidino-N-Phenethyl-L-phenyl-Gly-NH 2 

Trifluoroacetate de N a -(4-acetylaminobutanoyl)-L-Arginine-N- 

phenethylamide 

Trifluoroacetate de N-(3-bromo-benzoyl)-L-arginine-N- 
phenethylamide 

Trifluoroacetate de N-(quinoline-3-carbonyl)-L-arginine-N- 
phenethylamide 

Trifluoroacetate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L-Arg-D-Phe-NH 2 
Trifluoroacetate de N a diphenylacetyl N 03 benzyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Trifluoroacetate de N a diphenylacetyl Methyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Trifluoroacetate de N a benzoyl N* methyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Chlorhydrate de N a -Benzoyl L-Arginine-L-Phe-NH 2 
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Exemple 11 : Liaison des ligands au recepteur NPFF 

Cet exemple demontre que 1' administration in vivo de ligands synthetiques de F invention 
i) potentialise Feffet analgesique du fentanyl et ii) previent la sensibilisation a la douleur 
5 induite par le fentanyl chez Panimal douloureux (douleur de type inflammatoire). 

Afin de mieux etudier Fefficacite pharmacologique de ligands synthetiques du recepteur 
NPFF (par exemple du compose RF2), nous avons realise une etude complementaire des 
proprietes de ce compose sur des rats (souche Sprague-Dawley comme dans toute 

10 P etude) affectes d'une douleur induite par Finjection d'un agent pro-inflammatoire 
(carragenine) dans une patte posterieure (injection unilateral). Ce modele est 
particulierement interessant d'un point de vue methodologique dans la mesure ou la 
douleur evoquee (mesuree par le test de Randall et Sellito) apparait rapidement dans 
Fheure qui suit Finjection et dure 2-3 jours (Figure 11, section A). Ce modele de douleur 

15 inflammatoire peut etre considere comme un modele de douleur clinique largement 
rencontre et a ete tres utilise a ce titre dans la litterature internationale dans le cadre 
d'essais pre-cliniques chez P animal. 

A. Les rats (male Sprague-Dawley, 300-400g) re9oivent une injection de carragenine (0,2 
20 ml d'une solution a 1%) dans le coussinet plantaire de la patte posterieure gauche 
(indique par a). Quatre injections de fentanyl separees de 15 minutes (60 |ug/kg chacune) 
ou de serum physiologique sont realisees par voie sous-cutanee (indiquees par La 
premiere injection est realisee 5 minutes apres celle de carragenine. Le seuil nociceptif, 
mesure par le test de vocalisation en reponse a un stimulus mecanique (test de Randall- 
25 Selitto), est evalue 2h, 4h, 5h30 et 10h30 apres F administration de carragenine (J 0 ) ainsi 
que les jours suivants (Ji a J 7 ). B. Les rats re?oivent une injection de carragenine selon le 
protocole precedemment indique (voir A). lis re9oivent egalement 3 injections de RF 2 
(5mg/kg) ou de serum physiologique (indique par ->) selon le protocole suivant : une 
premiere injection est effectuee 30 minutes avant Finjection de carragenine, puis 4h30 et 
30 9h30 apres Finjection de cet agent pro-inflammatoire. Le seuil nociceptif de la patte 
injectee est mesuree 2h, 4h, 5h30 et 10h30 apres F administration de carragenine (J 0 ) ainsi 
que les jours suivants (J a a J 7 ) en utilisant le test de Randall-Sellito. C. Les rats re9oivent 
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une injection de carragenine (voir A). Le RF 2 (5 mg/kg) est administre sous forme de 3 
injections comme precedemment (voir B). Les animaux re9oivent egalement 4 injections 
de fentanyl (60 \xg/kg chacune selon le protocole indique en A). Le seuil nociceptif de la 
patte injectee est mesure 2h, 4h, 5h30 et 10h30 apres P administration de carragenine (J 0 ) 
5 ainsi que les jours suivants (Ji a J 7 ) en utilisant le test de Randall-Sellito. * P < 0,05 ; 
ANOVA two-way, comparaison intergroupe. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

10 1. De maniere interessante, cette etude montre, pour la premiere fois, que 

T administration aigue d'un analgesique opiace puissant comme le fentanyl, 
s'il provoque, comme attendu, un puissant effet analgesique immediat, 
potentialise tant en duree qu'en amplitude Phyperalgesie induite par les influx 
nociceptifs de type inflammatoire (Voir Figure 11, section A). 
15 2. L'administration de RF2, a la dose de 5mg/kg (3 injections sous 

cutanees successives: 30 min. avant, puis 4h30 et 9h30 apres celle de Tagent 
pro-inflammatoire), a ete realisee chez des rats ayant re9U ou non du fentanyl : 
chez F animal ne recevant pas de fentanyl: P administration de RF2 ne 
provoque per se qu'un effet analgesique modeste observable que 
20 pendant les 2 premieres heures ayant suivies 1 5 injection de carragenine 

(voir Figure 1 1, section B), 
- chez Panimal recevant du fentanyl : P administration de RF2 
potentialise tres fortement Peffet analgesique du fentanyl pendant les 4 
premieres heures (voir Figure 11, section C) et previent totalement la 
25 potentialisation de Phyperalgesie pendant 24 heures ; cet effet preventif 

s'estompant progressivement pour disparaitre au bout de 72 heures. 

Ces donnees montrent, pour la premiere fois chez Panimal douloureux, que des ligans 
synthetique de Pinvention, tels le RF2, meme s'ils ne sont pas ou peu analgesiques per se 
30 (en accord avec les donnees precedentes donnees en 2000) sont particulierement efficaces 
pour prevenir la potentialisation de la sensibilisation a la douleur induite par un agent 
analgesique de type opiace comme le fentanyl, largement utilise en clinique humaine a 
P occasion d'actes chirurgicaux. Ces resultats confirment done Putilisation avantageuse de 
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ligaads synthetiques selon Pinvention pour ameliorer la prise en charge de la douleur 
post-operatoire par prevention des processus de sensibilisation a la douleur potentialises 
par Tadministration d'analgesiques opiaces (4 5 5 millions de patients en France par an). 



5 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un ligand synthetique du recepteur NPFF pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a inhiber Phyperalgie induite par les 

5 composes analgesiques opiaces. 

2. Utilisation selon la revendication 1, pour inhiber Phyperalgie induite par la 
morphine et les morphinomimetiques. 

10 3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, pour inhiber Phyperalgie induite par 

un compose analgesique opiace choisi parmi la morphine, le fentanyl, le sufentanil 
alfentanyl, heroine, hydromorphone, levorphanol, methadone, buprenorphine, 
butorphanol, meperidine. 

15 4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes pour le 

traitement ou la prise en charge d'hypersensibilites a la douleur, de nature chronique ou 
aigue, persistante ou temporaire, d'origine chirurgicale, traumatique, ou pathologique, 
chez Petre humain. 

20 5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le ligand synthetique 

est un antagoniste du recepteur NPFF. 

6. Utilisation selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que le ligand synthetique est un compose derive de la region C-terminale du 

25 neuropeptide FF. 

7. Utilisation selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que le ligand synthetique est un compose de formule generale (I) telle que definie 
dans Pune des revendications 11 a 21. 

30 

8. Utilisation selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que le ligand synthetique est administre par voie systemique, de preference 
intraveineuse, sous cutanee ou intramusculaire. 
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9. Utilisation selon Pune quelconque des revendications precedentes, pour le 
traitement de Fhyperalgie chez des patients atteints de cancer ou brules. 

5 10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, pour le traitement 

de Phyperalgie post-operatoire. 

.11. Composes de formule generate (I), sous forme L, D ou L/D ? 



10 




dans laquelle : 

. -L- represente soit (CH2) m? m pouvant representer 2, 3 ou 4 ; soit un groupe de formule 



-<CH 2 )n 

15 dans laquelle n vaut 0 ou 1 ; 

. A est un atome de soufre ou un groupe NRi dans lequel Rj represente un atome 
d'hydrogene, un groupe methyle ou un groupe 




20 dans lequel n vaut 0 ou 1 et Xj represente un atome d'hydrogene ou d'halogene ou un 
groupement hydroxyle, carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino ; 

. R2 et Rn 5 independamment Tun de T autre, representent un atome d'hydrogene ou un 
groupement alkyle ou aralkyle ? 
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. R3 est soit un groupe -(CH2VW dans lequel p vaut 1, 3 ou 6 et W est choisi parmi 

- un atome d'hydrogene, 

- un groupe 

H 

5 dans lequel R$ est un groupement alkyle, aryle ou aralkyle, 

- un groupe 

?7 



15 



R, 



T 

o 

dans lequel R 7 est un atome d'hydrogene ou un groupement methyle et Rg est un atome 
d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle, 
10 - un groupe -OH ou -OMe, 

un groupe 

^ J: 

Ijl NH 2 
H 

dans lequel Y est un atome d'oxygene ou de soufre, ou 

un groupe phenyle, phenyle substitue ou heteroaryle, 



soit un groupe 



B 9 If) 
O 




R 10 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel R9 est un groupe alkyle ou un groupe 



-(CH 2 )n— *' ^ 



20 avec n ayant une valeur de 0 ou 1 et Xi etant tel que defini ci-avant, et R ]0 est un atome 
d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle ; 



soit un groupe arylcycloalkyle, eventuellement substitue 
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soit R 2 et R 3 forment ensemble un cycle ayant de 3 a 9 atomes de carbone, sature ou 
insature, eventuellement aromatique, et comportant eventuellement un maillon NRn, R n 
etant un groupement alkyle, aryle ou aralkyle ; 

5 

. R4 represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle ou un groupe 



dans lequel n vaut 0 ou 1 et Xi est tel que defini ci-avant, et 

10 . R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar ou -S0 2 (CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 
2 et Ar comprend un groupement aromatique, substitue ou non, comprenant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes ou R 5 est un groupe de formule -CO-R13 
dans laquelle R i3 est un groupe (d-C 6 )alkyle ou (C 3 -Ci 2 )cycloalkyle 5 eventuellement 
substitue. 



12. Composes selon la revendication 1 1, caracterises en ce que Ar represente un 
groupe aromatique choisi parmi les groupements cycliques a 1, 2 ou 3 noyaux cycliques 
condenses suivants : 




15 






20 
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dans lesquels Z est un groupe CX 5 ou un atome d' azote, etant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX 5? n vaut 0, 1 ou 2, X u X 2 , X 3 , X4 et X 5 , identiques ou 
5 differents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 



13. Composes selon la revendication 11 ou 12, caracterises en ce que R4 est un 
atome d'hydrogene et R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 

10 ou 2 et Ar comprend un groupement aromatique, substitue ou non, comprenant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes. 

14. Composes selon la revendication 13, caracterises en ce que R 5 est un groupe 
de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2 et Ar represente un groupement 

1 5 aromatique choisi parmi 

A 2 A 2 ^3 

dans lesquels Z est un groupe CX5 ou un atome d' azote, etant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX 5 , n vaut 0, 1 ou 2, Xj, X 2 , X 3 et X 5 , identiques ou 
20 differents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 





25 



15. Composes selon la revendication 14, caracterises en ce que R 5 est un groupe 
indole-2-carbonyle ou benzoyle substitue. 
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i 



10 



15 



20 



16. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 15, caracterise en ce 
que R3 est un groupe 



dans lequel n est 1 et X 3 est tel que defini dans la revendication 1 9 et 
. Rio est un atome d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle. 

17. Composes selon la revendication 16, caracterises en ce que R ]Q est un atome 
d'hydrogene. 

18. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 17, caracterise en ce 
que R 2 et R 32 represented un atome d'hydrogene. 

19. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 18, caracterise en ce 
que L est -(CH 2 )3-. 

20. Composes selon Tune quelconque des revendications 11 a 19, caracterise en ce 
que A est le groupe NH. 

21. Composes selon la revendication 11, caracterises en ce que : 
. R4 est un atome d'hydrogene, 

. R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2 et Ar represente 
un groupement aromatique choisi parmi 




O 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel 



. R9 est un groupe 
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X. 





dans lesquels Z est un groupe CX5 ou un atome d'azote, etant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX 5 , n vaut 0, 1 ou 2, Xi, X 2 , X 3 et X 5 , identiques ou 
5 differents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 

. R 2 et R12 represented un atome d'hydrogene, 

10 . R 3 est un groupe 



dans lequel n est 1 et X 3 est tel que defmi dans la revendication 1, et Rio est un atome 
15 d'hydrogene 

. L est -(CH 2 )3-, et 
. A est le groupe NH. 



22. Composition comprenant un compose de formule generale (I) selon Tune des 
revendications 1 1 a 21 et un vehicule acceptable pharmaceutiquement. 

23. Procede de preparation d'un compose selon rune des revendications 11 a 21, 
25 comprenant la transformation chimique d'un compose de depart choisi parmi la N a -/^r/- 

Butyloxycarbonyl-N Q -Nitro-L-Arginine 1 9 la N a -tert butyloxycarbonyl- L~ Arginine 5, la 
N a,(D -bis-Benzyloxycarbonyl-L-Ornithine 8, la N a ~^rt-Butyloxycarbonyl-N a -Methyl- 




O 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel R 9 est un groupe 




20 
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N^'^-bis-Benzyloxycarbonyl- L-Arginine 15 et la N a -te^Butoxy-3-Nitro-L- 
Phenylglycine 19. 



24. Utilisation d'un compose choisi parmi 

Acetate de N a -Phenylacetyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-Tic-NH 2 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-Atc-NH 2 

Acetate de N a -Adamantan-l-yl-L-Arg-L-Phe-NH2 

Acetate de N a -Benzoyl-L- Arg-D-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Cyclohexoyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Acetyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg-L-Leu-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg-OMe-L-Tyr-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg -L-Tyr-NH 2 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg -L-Trp-NH 2 

Chlorhydrate de ^-[(lH^Indole^-carbonylj-L-Arg-L-Phe-N^ 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D -Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(3 5 4-dichloro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(2-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D 5 L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a ~(4-methyl-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-methoxy-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de r^-^-nitro-Benzoy^-L-Arg-D^-Phe-N^ 

Sulfonate de N a -Benzenesulfonyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -Benzoyl-N^-Me-L-Arg-L-Phe-N^ 

Chlorhydrate N a -benzoyl-L-Orn-L-Phe-NH 2 

N a - Benzoyl-N "'-thioureido-L-Nor-Val-L-Phe-NHz 

Chlorhydrate de N a -Benzoyl-N a -Me-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Benzoyl-3-guanidino-N-Phenethyl-L-phenyl-Gly-NH 2 

Trifluoroacetate de N a -(4-acetylaminobutanoyl)-L-Arginine-N- 

phenethylamide 

Trifluoroacetate de N-(3-bromo-benzoyl)-L-arginine-N-phenethylamide 
Trifluoroacetate de N-(quinoline-3-carbonyl)-L-arginine-N- 
phenethylamide 

Trifluoroacetate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L-Arg-D-Phe-NH 2 
Trifluoroacetate de N a diphenylacetyl N y benzyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Trifluoroacetate de N a diphenylacetyl ISC Methyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Trifluoroacetate de N a benzoyl W methyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Chlorhydrate de N a -Benzoyl L-Arginine-L-Phe-NH 2 
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pour la pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a inhiber 
Phyperalgie induite par les composes analgesiques opiaces. 



5 
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Figure 1 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 9 
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Figure 10 
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